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(S4> Tm: FUCOSYL TRANSFERASE OENE 
(54) Bezeichnung: FUCOSYLTRANSFERASE^GEN 
(57) Abstract 

The invention relates fo a DNA molecule which comprises a sequence according to SEQ ID No: 1 with an open reading frame of 
base pair 21 1 to base pair 1740 or which exhibits at least 50 % homology to the above-maitioned sequence, or which is hybridized with 
the above-mentioned sequence under stringent conditions, or which comprises a sequence that is degenerated to the above-mentioned DNA 
sequence due to the genetic code. The sequence codes for a vegetable protein comprising a fircosyl transferase activity or is complementary 
thereto. 

(57) Zusanunenfesgang 

Es wird <Hn DNA-Molelda zur Verfitgung gesteilt. das eine Sequenz gemaU der SEQ ID No: I mit einem offenen Leserahmen von 
Basenpaar 21 1 bis Basenpaar 1740 umfasst otter zumindest 50 % Homologie zur obengenannten Sequenz aufweist oder iinter siringenten 
Bedingungen mitderoben genannten Sequenz hybridisiert oder eine Sequenz umfasst, die infolge des genetischen Codes zur oben genannten 
DNA-Sequenz degeneriert ist, wobei die Sequenz fUr ein pflanzliches Protein mit einer Fucoayltransferase-Aictivitat codiert oder dazu 
l((»nplementar ist. 
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Fucosyl trans f erase - Oen 

Die^Erf indung betrifft Polynukleotide, die fur eine Pucosyl- 
transferase codieren. Welters betrifft die Erfindung Teilsequen- 
zen dieser Polynukleotide sowie Vektoren mit diesen Polynukleo- 
tiden, rekombinanLe Wirtszellen, Pflanzen und Insekten, die mit 
den Polynukleotiden bzw. davon abstammender DNA transf ektiert 
sind sowie die in diesen Systemen produzierten Glykoproteine . 

Glykoproteine weisen eine Vielfalt und Komplexitat von Koh- 
lenhydrat-Einheiten auf , wobei die Zusammensetzung und Anordnung 
der Kohlenhydrate ftir unterschiedliche Organismen charakteri- 
s.tisch ist. Die Oligosaccharid-Einheiten der Glykoproteine haben 
eine Reihe von Aufgaben, so sind sie z.B. wichtig in der Stoff- 
wechaelregulation, sie sind an der Vermittlung von Zell-Zell- 
Wechselwirkungen beteiligt, sie bestimmen die Zirkulationszeiten 
von Proteinen im Blutkreislauf und sie sind ausschlaggebend fur 
die Erkennung von Epitopen in Antigen-Antikorper-Reaktionen. 

Die Glykosylierung von Glykoproteinen beginnt im endoplasma- 
tischen Retikulum (ER) , wo die Oligosaccharide entweder durch N- 
glykosidische Bindungen an Asparagin-Seitenketten oder durch O- 
glykosidische Bindungen an Serin- oder Threonin-Seitenketten ge- 
bunden werden. Die N-gebundenen Oligosaccharide enthalten ein 
gemeinsames Core aus einer Pentasaccharid-Einheit , die aus drei 
Mannose- und zwei N-Acetylglucosaminresten besteht . Zur weiteren 
Modifikation der Kohlenhydrat-Einheiten werden die Proteine vom 
ER zum Golgi-Komplex transportiert . Die Struktur der N-gebunde- 
nen Oligosaccharideinheiten von Glykoproteinen wird von ihrer 
Konformation und der Zusammensetzung der Glykosyltransf erasen 
der Golgi-Kompartimente bestimmt, in denen sie prozessiert 
werden . 

Es wurde gezeigt, dass im Golgi-Komplex einiger Pflanzen- 
und Insektenzellen die Core-Pentasaccharideinheit durch Xylose 
und cul, 3-gebundene Fucose substituiert wird {P. Lerouge et al . 
1998 Plant Mol . Biol. 38, 31-48; Rayon et al . 1998 L. Exp. Hot. 
49, 1463-1472). Das entstehende Heptasaccharid "MMXF^ " stellt 
den Hauptoligosaccharid Typ in Pflanzen dar (Kurosaka et al . 
1991 J.Biol. Chem. , 266, 4168-4172). So weisen z.B. die Meer- 
rettich Peroxidase, Itarotten /3-Fructosidase und Erythrina 
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cristagalli Lectin als auch die Honigbienengif t Phospholipase A2 
Oder die neuronalen Merabran Glykoproteine aus Inaekten Embryonen 
al, 3-Fucosereste, die an das Glykancore gebunden sind, auf. 
Diese Strukturen warden auch komplexe N-Glykane bzw. Mannose 
defiziente oder trunkierte N-Glykane genannt . Die a-Mannosyl- 
reste konnen welters durch GlcNAc ersetzt werden, an die Galak- 
tose und Fucose gebunden sind, so dass eine Struktur hergeetellt 
wird, die dem humanen Lewis a Epitop entspricht (Melo et al. 
1997, FEES Lett. 415, 186-191; Fitchette-Laine et al. 1997 Plant 
J. 12, 1411-1417) . 

Weder die Xylose noch die al , 3 -gebundene Fucose kommen in 
Saugerglykoproteinen vor. Es stellte sich herau^, dass die Core- 
al, 3 -Fucose eine wichtige Rolle in der Epitoperkennung von Tui- 
tikSrpern spielt, die gegen pflanzliche und Insekten-N-gebundene 
Oligosaccharide gerichtet sind (I.B.H. Wilson et al . , Glycobio- 
logy Vol. 8, Nr. 7, S. 651-661, 1998) und dadurch Itnmunreaktio- 
nen iin menschlichen oder tierischen Korper gegen diese Oligo- 
saccharide auslosen. Der al , 3-Fucoserest scheint welters eine 
der Hauptursachen fiir die welt verbreitete allergische Kreuz- 
reaktivltat zwischen verschiedenen pflanzlichen und Insekten- 
Allergenen zu sein (Tretter et al., Int. Arch. Allergy Immunol. 
1993; 102:259-266) und wird auch "kreuzreaktive Kohlenhydrat 
Determinante " (CCD) genannt. Bei einer Studie von Epitopen von 
Tomaten und Graspollen wurden ebenfalls al, 3-gebundene Fucose- 
resten als gemeinsame Determinante f estgestellt , was der Grund 
fiir das haufige gemeinsame Auftreten von Tomaten- und Graspol- 
lenallerglen in Patienten zu sein scheint (Petersen et al. 1996, 
J. Allergy Clin. Immunol., Vol 98, 4; 805-814), Die CCDs ver- 
schleiern welters durch das haufige Auftreten von immunologi- 
schen Kreuzreaktionen Allergie-Diagnosen . 

Diese iramunologischen ReakLlonen, die von pflanzlichen Pro- 
telnen im menschlichen Korper ausgelost werden, sind das Haupt- 
problem bei der medizinischen Verwendung von in Pflanzen produ- 
zierten, rekombinanten menschlichen Proteinen. Urn dieses Problem 
zu umgehen, musste die Q!l,3 Core-Fucosylierung verhindert wer- 
den. Es konnte in einer Studien gezeigt werden, dass Oligo- 
saccharide, die anstelle einer L-Fucose (6-Deoxy-L-Galaktose) 
eine L-Galaktose aufweisen, dennoch voll biologisch aktiv sind 
(E. Zablackis et al . 1996, Science, Vol 272), GemdS einer ande- 
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ren Studie wurde eine Mutante der Pflanze Arabidopsis thaliana 
isoliert, dem die N-Acetyl-Glucosaminyl -Transferase I fehlt, das 
erste Enzym in der Biosyntheee von komplexen Glykanen. Die Bio- 
syntheae der komplexen Glykoproteine in dieser Mutante ist damit 
gestort. Dennoch sind diese mutierten Pflanzen in der Lage, sich 
unter bestimniten Bedingungen normal zu entwickeln (A. Schaewen 
et al. 1993, Plant Physiol. 102; 1109-1118). 

Urn die Bindung der Core-al,3 Fucose in einetn Oligosaccharid 
gezielt zu unterbinden, ohne auch in andere Glykosylierungs- 
schritte einzugreifen, miisste nur das Enzym ausgeschalten wer- 
den, das direkt fur diese spezifische Glykosylierung verantwort- 
lich ist, namlich die Core-al , 3 -Fucosyltransf erase . Sie wurde 
erstmals aus Mungo Bohnen isoliert und charakterisiert , wobei 
festgestellt wurde, dass die Aktivitat dieses Enzyms abhangig 
von der Gegenwart von nichtreduzierenden GlcNAc-Enden ist 
(Staudacher et ai . , 1995, Glycoconjugate J. 12, 780-786}. Diese 
Transferase, die nur in Pflanzen und Insekten, nicht aber im 
Menschen oder anderen Wirbeltieren vorkommt, miisste gezielt in- 
aktiviert oder unterdriickt werden, so dass menschliche Proteine, 
die in Pflanzen oder pf lanzlichen Zellen bzw. auch Insekten oder 
-zellen hergestellt werden, dieses Immunreaktionen auslosende 
Epitop nicht mehr wie bisher aufweisen. 

DieSchrift von John M. Burke "Clearing the way for 
ribozymes" (Nature Biotechnology 15:414-415; 1997) betrifft die 
generelle Funktionsweise von Ribozymen. 

Die Schrift von Pooga et al "Cell penetrating PNA constructs 
regulate galanin receptor levels and modify pain transmission in 
vivo" (Nature Biotechnology 16:857-861; 1998) betrifft PNA-Mole- 
kiile allgemein und spezifisch ein PNA-Molekiil, das komplementar 
zur humanen Galaninrezeptortyp 1 mRNA ist. 

Die US 5 272 066 A betrifft ein Verfahren zur Veranderung 
von eukaryotischen und prokaryotischen Proteinen, urn ihre in 
vivo-Zirkulation zu verlangem. Dabei werden die gebundenen 
Oligosaccharide mit Hilfe von verschiedenen Enzymen, darunter 
auch die GlcNAc-al-»3 (4) -Fucosyltransferase verandert . 

Die EP 0 643 132 Al betrifft die Klonierung einer g:1,3-Fuco- 
syltransf erase, die aus humanen Zellen (THP-1) isoliert wird. 
Die in dieser Schrift beschriebenen Kohlenwasserstof f ketten 
entsprechen den menschlichen Sialyl Lewis x- und Sialyl Lewis a- 
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Oligosaccharide]!. Die Spezifitat des Enzyms aus hiimanen Zellen 
ist elne ganz andere als die Fucosyltransferase aus pflanzlichen 
zellen. 

Es^st ein Ziel der vorliegenden Erfindung, das Gen, das fur 
eine pflanzliche Fucosyltransferase codiert, zu klonieren und zu 
sequenzieren, Vektoren umfassend dieses Gen, DNA-St<icke davon 
Oder geanderte oder davon abgeleitete DNA herzustellen, Pflanzen 
und Insekten sowie Zellen davon mit einem dieser Vektoren zu 
trans fektieren, Glykoproteine herzustellen, die die normaler- 
weise vorkonimende Q!l,3-Core Fucose nicht umfassen, sowie ent- 
sprechende Verfahren zur Verfugung zu stellen. 

Die erf indungsgemaSe Aufgabe wird gelost durch ein DNA-Mole- 
kiil, das eine Sequenz gemafi der SEQ ID Nos 1 (in dieser Schrift 
wurde der lUPAC-Code verwendet, wobei "N" fur Inosin steht) mit 
einem offenen Leserahmen von Basenpaar 211 bis Basenpaar 174 0 
umfasst Oder zumindest 50% Homologie zur obengenannten Sequenz 
aufweist oder unter stringenten Bedingungen mit der oben genann- 
ten Sequenz hybridisiert oder eine Sequenz urafasst, die infolge 
des genetischen Codes zur oben genannten DNA-Sequenz degeneriert 
ist, wobei die Sequenz fur ein pflanzliches Protein mit einer 
Pucosyl trans f erase -Aktivi tat codiert oder dazu kontplement&r ist. 

Diese Sequenz, die zuvor noch nie beschrieben' wurde, eignet 
sich ausgezeichnet ffir jegliche Experimente, Analysen und Her- 
stellungsverfahren etc., die sich auf die pflanzliche Fucosyl- 
transferase-Aktivitat beziehen. Dabei ist sowohl die DNA-Sequenz 
als auch das von dieser Secpienz codierte Protein von. Interesse, 
wobei aber insbesondere die DNA-Sequenz fur die Unterbindung der 
Fucosyltransferase-Aktivitat herangezogen wird. 

Der offene Leserahmen der Sequenz mit der SEQ ID No: 1 
codiert fur ein Protein mit 510 Aminosauren luid mit einem theo- 
retischen Molekulargewicht von 56,8 kDa, wobei im Bereich 
zwischen Asn36 und Gly54 vermutlich ein transmembranes Stuck 
vorliegt. Der errechnete pi -Wert des codierten Proteins der Se- 
quenz gema.£ der SEQ ID No: 1 betragt 7,51. 

Die Aktivitat der pflanzlichen Fucosyltransferase wird durch 
ein Verfahren nachgewiesen und gemessen, wobei die Fucosyltrans- 
ferase zu einer Probe umfassend markierte Fucose und einen an 
einen Trager, z.B. Sepharose, gebundenen Akzeptor (z.B. ein 
Glykoprotein) zugesetzt wird. Nach der Reaktionszeit wird die 
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Probe gewaschen und der Gehalt an gebiindener Fucose gemessen. 
Die Aktivitat der Fucosyltransf erase wird dabei als positiv 
angesehen, wenn die Aktivitatsmessmig zutmindest um 10 bis 20%, 
insbesondere zumindest um 30 bis 50% hSher liegt als die Aktivi- 
tatsmessung der Negativkontrolle . Die Struktur des Glykoproteins 
kann zusdtzlich mittels HPLC verifiziert werden. Solche Proto- 
kolle sind Stand der Technik (Staudacher et al. 1998, Anal. 
Biochem. 246, 96-101; Staudacher et al. 1991, Eur. J. Biochem. 
199, 745-751) - 

Beispielsweise wird Fucosyltransf erase zu einer Probe um- 
fassend radioaktiv markierter Fucose und einen Akzeptor, z.B. 
GlcNAc/31 - 2Manty 1 - 3 {Gl cNACiffl - 2Manal - 6 ) Man/81 ~4GlcNAc/Sl - 4G1CHAC/31 - 
Asn, zugesetzt. Nach Reaktionszeit wird die Probe durch Anio- 
nenaustauschchromatographie gereinigt und der Gehalt an gebunde- 
ner Pucoae gemessen. Aus der Differenz der gemessenen Radioakti- 
vitat der Probe mit Akzeptor und der einer Negativkontrolle ohne 
Akzeptor kann die Aktivitat errechnet werden. Die Aktivitat der 
Fucosyltransf erase wird bereits als positiv gewertet, wenn die 
gemessene Radioaktivitat zumindest um 3 0-40% hoher liegt als die 
gemessene Radioaktivitat der Negativprobe . 

Die Paarung von zwei DNA-Molekulen kann durch die Wahl der 
Temperatur und lonenstarke der Probe verandert werden. Unter 
stringenten Bedingungen, werden erf indungegmaB Bedingungen ver- 
standen, die eine exakte, stringente, Bindung ermoglichen. z.B. 
werden die DNA-Molekfile in 7% Natrium Dodecyl Sulfat (SDS) , 0,5M 
NaP04 pH 7,0; ImM EDTA bei 50 °C hybridisiert und mit 1% SDS bei 
42 "C gewaschen, 

Ob Sequenzen eine zumindest 50% Homologie zur SEQ ID No: 1 
aufweieen, kann z.B. mit dem Programm FastDB der EMBL oder 
SWISSPROT Datenbank ermittelt werden. 

Bevorzugterweise codiert die Sequenz des erf indungsgemaSen 
DNA-Molekuls fur ein Protein mit einer GlcNAc-ofl , 3 -Fucosyltrans- 
f erase-Aktivitat, insbesondere mit einer Core-al, 3-PucosyltranB- 
ferase-Aktivitat . Wie oben bereits beschrieben, kommt die Core- 
cfl,3-Fucosyltranf erase in Pflanzen und Insekten, nicht aber im 
menschlichen Organismus vor, so dass insbesondere diese DNA- 
Sequenz geeignet ist, in Fucosyltransf erase-spezifischen Ana- 
lysen und Experiment en sowie Produktionsverf ahren verwendet zu 
werden. Unter einer Core-al, 3 -Fucosyltransf erase wird insbeson- 
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dere die QDP-L-Fuc :Asn-gebundene GlCNAc-ofl, 3- Fucosyl transferase 
verstanden. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist mit der 
Bezeichnung od, 3 -Fucosyl -transferase in der Kegel insbesondere 
die Core-cfl, 3-Fucosyltransferase gemeint . Zur oben beschriebenen 
Aktivitatsmessung dienen dabei insbesondere Akzeptoren mit einem 
nicht reduzierenden GlcNAc-Ende. Solche TUczeptoren sind z.B. 
GlcNAc/Sl- 2ManQ!l-3 (GlcNAc/ei-2Manal-6 ) Man/3l-4GlcNAcj8l-4GlcNAcj3l- 
Asn, GlcNAc/3l-2Manofl-3 (GlcNAc/3l-2Manal-6)Man^l-4GlcNAc;Sl- 
4 (Fucal-6GlcNAc/?l-Aen und GlcNAc/Sl-2Manal-3 [Manal-3 (Manorl- 
6)Manal-6]Mani8l-4GlcNACj8l-4GlcNAG/3l-Asn. Ob die Pucoae gebunden 
ist, kann weiters durch Messen der Unempf indlichkeit gegenuber 
der N-Glykosidase F festgestellt werden, was mit Hilfe der 
Massenspektrometrie nachgewiesen werden kann. 

Bevorzugterweise weist das erf indungsgemafie DNA-Molekttl zu- 
inindest 70-80%, besonders bevorzugt zumindest 95%, Homologie zur 
Sequenz gemaJS der SEQ ID No: 1 auf . Diese Sequenz codiert fur 
eine besonders aktive GlcNAc-orl , 3 -Fucosyltransf erase . Da die 
DNA- Sequenz je nach Pflanze bzw. Insekt mehr Oder weniger ver- 
andert sein kann, weist eine Sequenz, die z.B. 70% Homologie zur 
Sequenz gemas der SEQ ID No: 1 aufweist, ebenfalls eine Fucosyl- 
transferase -Aktivitat auf, die ausreicht, urn fur Analysen, Expe- 
riment e Oder Heratellmigsverfahren wie oben beschrieben verwen- 
det zu werden. 

Nach einer weiteren vorteilhaf ten Ausf^ihrungsf orm ijinfasst 
das DNA-Molekiil 2150 bis 2250, insbesondere 219B, Basenpaare. 
Dieses DNA-Molekul weist 100 bis 300, vorzugsweise 210, Basen- 
paare stromauf warts vor dem Startcodon auf sowie 350 bis 440, 
insbesondere 458, Basenpaare stromabwarts nach dem Stopcodon des 
offenen Leserahmens auf, wobei das Ende des DNA-Molekuls vor- 
zugsweise einen 3 ' -Poly (A) -Schwanz umfasst. Auf diese Weise ist 
eine einwandfreie Regulation auf dem Niveau der Translation 
gesichert, und es wird ein DNA-Molefcul zur Verfugung gestellt, 
das besonders effizient und problemlos fur eine aktive GlcNAc- 
Q!l,3-Pucosyltransferase codiert. 

Die vorliegende Erfindung betrifft weiters ein DKA-Molekul, 
das eine Sequenz gemafi der SEQ ID No: 3 umfasst oder eine 
Sequenz umfasst, die zumindest 85%, besonders bevorzugt zumin- 
dest 95%, insbesondere zumindest 99%, Homologie zur oben genann- 
ten Sequenz aufweist oder unter stringenten Bedingungen mit der 
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oben genannten Sequenz hybrid! siert oder die infolge des genet i- 
schen Codes zur oben genannten DNA Seguenz degeneriert ist. Die 
Hoinologie wird vorzugsweise rait einem Prograinin bestimmt, das 
Insertibnen und Deletionen erkennt und diese nicht in der Homo- 
logie-Berechnung berucksichtigt . Diese Nukleotidsequenz codiert 
far ein konserviertes Peptid-Motiv, d.h. dass die Mehrheit der 
aktiven und funktionierenden GlcNAc-al, 3-Fucosyltransf erasen die 
dadurch codierte Aminosaurensequenz umf asst . Die Sequenz kann 
dabei sowohl die gleiche GroSe wie die Sequenz gemaS der SEQ ID 
No: 3 aufweisen, oder aber selbstverstandlich auch grofier sein. 
Diese Sequenz weist eine geringere Lange auf als die sequenz, 
die ffir das gesamte Protein codiert, und ist somit weniger an- 
fallig fur Rekombinationen, Deletionen oder andere Mutationen. 
Aufgrund des konservierten Motivs und ihrer erhohten Stabilitat 
eignet sich diese Sequenz besonders gut fur Sequenzerkennungs- 
Tests . 

Die SEQ ID No: 3 weist folgende Sequenz auf: 
5 ' -gaagccctgaagcactacaaatttagcttagcgtttgaaaattcgaatgaggaag 
attatgtaactgaaaaattcttccaatcccttgttgctggaactgtccct -3 ' 

GemaS einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfin- 
dung ein DNA-Molekul, das eine Teil sequenz eines der oben ge- 
nannten DNA-Molekaie umf asst und eine GroSe von 20 bis 200, vor- 
zugsweise 30 bis 50, Basenpaaren auf weist. Das DNA-Molekul kann 
beispielsweise dazu eingesetzt werden, als Sonde an komplemen- 
tare Sequenzen von GlcNAc-al, B-Fucosyltransf erasen zu binden, so 
dass diese aus einer Probe selektiert werden konnen. Auf diese 
Weise konnen weitere GlcNAc-al,3-Pucosyltransferasen aus den 
verschiedensten Pflanzen und Insekten selektiert, isoliert und 
charakterisiert werden. Es konnen jede beliebige oder auch meh- 
rere verschiedene Teilsequenzen verwendet werden, insbesondere . 
ein Teil des oben schon beschriebenen konservierten Motivs. 

Dabei ist es besonders vorteilhaft, wenn eines der oben ge- 
nannten DNA-MolekOle kovalent mit einer nachweisbaren Markie- 
rungssubstanz assoziiert ist- Als Markierungssubstanz kommt 
jeder gebrauchliche Marker in Frage, so z.B. f luoreszierende, 
luminiszierende, radioaktive Marker, nicht- isotope Markierungen, 
wie Biotin, etc. Dadurch werden Reagenzien bereitgestellt, die 
fflr den Nachweis, die Selektion und Quantif izierung von entspre- 
chenden DNA-Molekulen in festen Gewebeproben (z.B. von Pflanzen) 
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Oder auch in Flussigkeitsproben durch Hybridisierungsverf ahren 
nfltzlich sind. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft einen biologisch 
f unktic5nellen Vektor, der eines der oben genannten DNA-Molekule . 
Oder Teile unterschiedlicher Lange davon, mit mindestens 20 
Basenpaaren umfasst. Zur Transfektion in Wirtszellen ist ein 
eigenstandiger , vertnehrungsf ahiger Vektor notwendig, wobei je 
nach Wirtszelle, Transfektionsmechanismus , Aufgabe und Grofie des 
DNA-Molekuls ein passender Vektor verwendet warden kann. Da eine 
grofie Zahl an verschiedenen Vektoren bekannt ist, wiirde eine 
Aufzahlung den Rahmen der Anraeldung sprengen, so dass hier da- 
rauf verzichtet wird, insbesondere , da die Vektoren dem Fachmann 
best ens bekannt sind (bezuglich Vektoren sowie alien in dieser 
Schrift verwendeten Techniken und Begriffe, die dem Fachmann 
bekannt sind, siehe auch Sambrook Maniatis) . Idealerv7eise weiBt 
der Vektor eine geringe Molekulmasse auf und sollte selektier- 
bare Gene aufweisen, um in einer Zelle zu einem leicht erkenn- 
baren Phanotyp zu fiihren, so dass eine einfache Selektion von 
vektorhaltigen und vektorfreien Wirtszellen moglich ist. Um eine 
hohe Ausbeute an DNA und entsprechenden Genprodukten zu erhal- 
ten, sollte der Vektor einen starken Promotor, sowie einen 
Enhancer, Genamplif ikationssignale und Regulatorsequenzen auf- 
weisen. Fur eine autonome Replikation des Vektors ist welters 
ein Replikationsursprung wichtig, Polyadenylierungsstellen sind 
ffir eine korrekte Prozessierung der mRNA und SpleiSsignale fiir 
die von RNA- Transcript en verantwortlich. Werden Phagen, Viren 
. Oder Virusparfcikel als Vektoren verwendet, steuern Verpackungs- 
signale die Verpackung der Vektor-DNA. Z.B. sind fiir die Tran- 
skription in Pflanzen Ti-Plasmide geeignet und fiir die Tran- 
skription in Insektenzellen Baculoviren, bzw. in Insekten 
Transposons, wie das P Element. 

Wird der oben beschriebene erf indungsgemafie Vektor in eine 
Pflanze oder Pf lanzenzelle eingeschleust , so wird eine posttran- 
skriptionelle Wnterdriickung der Genexpression des eiidogenen 
al, 3-Fucosyltransferase-Gens durch Transkription eines zu diesem 
homologen Transgens oder Teilen davon in Sense-Orientierung er- 
reicht, Ftir diese Sense-Technik wird weiters auf die Schriften 
Baulcorabe 1996, Plant. Mol. Biol . . 9:373-382 und Brigneti et al. 
1998, EMBO J. 1-7:6739-6746 verwiesen. Diese Strategic des "Gen- 
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Silencing" stellt eine wirkungsvolle Moglichkeit dar, die Ex- 
pression des cyl,3-FucosyltransferaBe-Gens zu unterdriicken, s. 
auch Waterhouse et al, 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 95:13959- 
13964. - 

Welters betrlfft die Erfindung einen biologisch funktionel- 
len vektor, der ein DNA-Molekul gemafi einem der oben beschrie- 
benen Ausfiihrungsformen oder Teile unterschiedlicher h&nge davon 
in inverser Orientierung zum Promoter umfasst. Wird dieser 
Vektor in eine Wirtszelle transfektiert , wird eine "Antisense- 
mRNA" abgelesen, die komplementar zur mRNA der GlcNAc al,3-Fu- 
cosyltransf erase ist und diese komplexiert. Diese Bindung be- 
hindert entweder die korrekte Prozessierung, den Transport, die 
Stabilitat, Oder durch Verhinderung der Ribosomenanlagerung die 
Translation und damit die normals Genexpression der GlcNAc ofl,3- 
Fucosyltransf erase . 

Obwohl die gesamte Sequenz des DNA-Molekuls in den Vektor 
eingebaut warden konnte, konnen Teilsequenzen davon aufgrund der 
geringeren Grofie fur bestimmte Zwecke vorteilhaf ter sein. Wich- 
tig ist z.B. beim Antisense-Aspekt, dass das DNA-Molekfll groE 
genug ist, um eine ausreichend groSe Antisense-mRKA zu bilden, 
die an die Transferase-mRNA bindet . Beispielsvfeise umfasst ein 
geeignetes Ant i sense -RNA-Molekul 50 bis 200 Nukleotide, da viele 
der bekannten naturlich vorkommenden Antisense-R^FA-Molek^ilen 
etwa 100 Nukleotide umfassen. 

Fur eine besonders effektive Inhibierung der Expression 
einer aktiven al, 3-FucoEyltransf erase ist eine Kombination der 
Sense-Technik und Antisense-Technik geeignet (Waterhouse et al. 
1998, Proc, Natl. Acad. Sci. USA, 95:13959-13964). 

Vorteilhafterweise werden schnell hybridisierende RNA-Mole- 
kiile eingesetzt. Die Effizienz von Antisense-RNA-Molekulen, die 
eine GroSe von fiber 50 Nukleotiden aufweisen, hangt von der An- 
lagerungskinetik in vitro ab. So zeigen z.B. schnell anlagernde 
Antisense-RNA-Molekflle eine starkere Inhibition der Proteinex- 
primierung als langsam hybridisierende RNA-Molekfile (Wagner et 
al. 19 94, Annu. Rev. Microbiol., 48:713-742; Rittner et al . 
1993, Nucl. Acids Res, 21:1381-1387). Solche schnell hybridi- 
sierenden Antisense-RNA-Molekiile weisen insbesondere eine grolSe 
Anzahl von externen Baaen {freie Enden und Verbindungssequen- 
zen) , eine groJSe Anzahl von strukturellen Subdomanen (Komponen- 
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ten), sowie einen geringen Grad an Schleifen (Patzel et al. 
1998; Nature Biotechnology, 16; 64-68) auf. Die hypothetischen 
Sekundarstrukturen des Antisense-RWA-Molekuls konnen z.B. mit 
Hilfe _eines Computerprogramms ermittelt werden, gemaS dem eine 
geeignete Antisense-RNA DNA-Sequena ausgesucht wird. 

Es konnen unterschiedliche Sequenzregionen des DNA-MolekMs 
in den Vektor eingebaut werden. Eine Moglichkeit besteht z.B. 
darin, nur den Tell, der fur die Ribosomenanlagerung verantwort- 
lich ist, in den Vektor einzubauen. Eine Blockierung in diesetn 
Bereich der mRNA reicht aus, um die gesamte Translation zu stop- 
pen. Eine besonders hohe Effizienz der Antisense-Molekflle ergibt 
sich auch fxir die 5'- und 3 ' -untranslatierten Regionen des Gens. 

Vorzugsweise weist das erf indungsgemaSe DNA-Molekiil eine 
Seguenz auf, die eine Deletions-, Insertions- und/oder Substitu- 
tionsmutation umfasst. Die Anzahl der mutierten Nukleotide ist 
dabei variabel und reicht von einem einzigeri bis zu mehreren 
deletierten, inserierten Oder substituierten Wukleotiden. Es ist 
auch moglich, dass durch die Mutation der Leserahmen verschoben 
ist. Wichtig bei einem derartigen "Knockout -Gen" ist lediglich, 
dass die Expression einer GlcNAc al, 3-Pucosyltranaf erase gestort 
ist und die Bildung eines aktiven, funktionellen Enzyms verhin- 
dert wird. Dabei ist die Stelle der Mutation variabel, solange 
die Exprimierung eines enzymatisch aktiven Proteins unterbunden 
ist. Vorzugsweise ist die Mutation im katalytischen Bereich des 
Enzyms, der sich im C-terminalen Bereich befindet. Die Verfahren 
zum Einfiihren von Mutationen in DNA-Sequenzen sind dem Pachmann 
best ens bekannt, so dass hier darauf verzichtet wird, naher auf 
die verschiedenen Moglichkeiten der Mutagenesen einzugehen. Es 
konnen sowohl zufallige Mutagenesen aber auch insbesondere ziel- 
gerichtete Mutagenesen, z.B. die site-directed-mutagenesis, die 
oligonukleotidgesteuerte Mutagenese oder Mutagenesen rait Hilfe 
von Restriktionsenzymen hier zur Anwendung kommen. 

Die Erfindung stellt weiters ein DNA-Molekul zur Verfiigung, 
das fur ein Ribozym codiert, welches zwei Sequenzabschnitte von 
jeweils mindestens 10 bis 15 Basenpaaren auf weist, die Sequenz- 
abschnitten eines erf indungsgemaSen DNA-Molekuls wie oben be- 
schrieben komplementar sind, so dass das Ribozym die mRNA kora- 
plexiert und schneidet, die von einem naturlichen G1cNAC"q;1,3 
Fucosyltransf erase DNA-Molekill tranakribiert wird. Das Ribozym 
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erkennt die mRNA der GlcNAc-al,3 Fucosyl transferase durch komp- 
lementSre Baaenpaarung mit der mRNA. AnschlieEend schneidet und 
zerstort das Ribozym die RNA in einer sequenzspezif ischen Art, 
bevor das Enzym translatiert wird. Nach Dissoziation vom ge- 
schnittenen SuJDStrat, hybridisiert das Ribozym wiederholt mit 
RNA-Molekulen und wirkt als spezifische Endonuklease. Generell 
kSnnen Ribozyme spezifisch zur Inaktivierung einer bestiiranten 
mRNA hergestellt warden, selbst wenn nicht die gesamte DNA-Se- 
quenz, die fur das Protein codiert, bekannt ist. Ribozyme sind 
besonders dann ef f izient, wenn die Ribosomen langsam an der mRNA 
entlang gleiten. In diesem Fall ist es fur das Ribozym leichter, 
eine Ribosomen- freie Stella an der mRNA zu finden. Aus diesem 
Grund sind langsame Ribosomen-Mutante als System fur Ribozyme 
ebenfalls geeignet (J.Burke, 1997, Nature Biotechnology; 15, 
414-415) . Dieses DNA^Molekfil eignet sich besonders gut fftr die 
Unterdruckung bzw. Unterbindung der Exprimierung einer pflanz- 
lichen GlcHAc-al, 3-Fucosyltransf erase . 

Eine Moglichkeit besteht auch darin, eine abgewandelte Form 
eines Ribozyms einzusetzen, namlich ein Minizym. Insbesondere 
fur das Schneiden von grofieren mRNA-Molekulen sind Minizyme ef- 
f izient. Ein Minizym ist ein Hammerkopf -Ribozym, das anstelle 
der Stem/Loop II einen kurzen Oligonukleotid- Linker aufweist. 
Besonders eff izient sind Diraer-Minizyme (Kuwabara et al . 1998, 
Nature Biotechnology, 16; 961-965) . 

Demnach betrlf ft die Erfindung ebenfalls einen biologisch 
funktionellen Vektor, der eines der beiden zuletztgenannten DNA- 
Molekule (Mutations oder Ribozym-DNA-Molekul) lanfasst. Hierbei 
gilt das oben bezuglich Vektoren bereits Beschriebene . Ein sol- 
cher Vektor kann z.B. in einen Mikroorganismus eingeschleust und 
fur die Herstellung von hohen Konzentrationen der oben beschrie- 
benen DNA~Molekule verwendet warden. Waiters ist ein solcher 
Vektor besonders gut fur die Einschleusung des spezifischen DNA- 
Molekuls in einen pflanzlichen Oder Insekten-Organismus geeig- 
net, urn die GlcNAc-al, 3-Fucosyltransferase-Produktion in diesem 
Organismus einzuschranken oder vollig zu unterbinden. 

Gemafi der Erfindung wird ein Verfahren zur Herstellung einer 
cDNA \jmf assend das erf indungsgemaSe DNA-Molekul zur Verfugung 
gestellt, wobei RNA aus Insekten- bzw. pflanzlichen Zellen, 
insbesondere aus Hypokotyl-Zellen, isoliert wird, mit der nach 
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Zusetzen einer reversen Transkriptase und Primern eine reverse 
Transkription durchgefflhrt wird. Die einzelnen Schritte dieses 
Verfahrens werden nach Protokollen wie an sich bekannt durchge- 
fuhrt.-Fur die reverse Transkription besteht einerseits die Mog- 
lichkeit, mit Hilfe von Oligo (dT) -Primern die cDNA der gesamten 
mRNA herzustellen und erst anschlieJSend mit ausgewahlten Primern 
eine PGR durchzufiihren, um DNA-Molekule umfassend das GlcNAc- 
al,3-FucoByltransferase-Gen herzustellen. Andererseits konnen 
die ausgewahlten Primer direkt fflr die reverse Transkription 
eingesetzt werden, \m eine kurze, spezifische cDNA zu erhalten. 
Die geeigneten Primer konnen z . B . synthetisch nach Vorlage von 
cDNA-Sequenzen der Transferase hergestellt werden, Mit Hilfe 
dieses Verfahrens k6iinen sehr rasch und einfach, mit geringer 
Fehlerquote, grofie Mengen an erf indungsgemSiSen cDNA-MolekQlen 
hergestellt werden. 

Die Erfindung betrifft weiters ein Verfahren zum Klonieren 
einer GlcNAc-al , 3-Fucosyl transferase , dadurch gekennzeichnet , 
dass das erf indungsgemafie DNA-Molekul in einen Vektor kloniert 
wird, der anschlieEend in eine Wirtszelle bzw. einen Wirt trans- 
fektiert wird, wobei dutch Selektion und Amplif ikation von 
transfektierten Wirtszellen zellinien erhalten werden, die die 
aktive GlcNAc-al, 3-Fucosyltransf erase exprimieren. Das DNA-Mole- 
kdl wird beispielsweise mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen 
in den Vektor eingefugt. Fflr den Vektor gilt wiederum das oben 
bereits angefilhrte. ffichtig ist bei diesem Verfahren, dass ein 
effizientes Wirt -Vektor System gewahlt wird. Um ein aktives 
Enzym zu erhalten sind eukaryotische Wirtszellen besonders ge- 
eignet. Eine Moglichkeit besteht darin, den Vektor in Insekten- 
Zellen zu transfektieren. Dabei ware insbesondere ein Insekten- 
virus als Vektor zu verwenden, so z.B. Baculovirus. 

Selbstverstandlich konnen menschliche oder ander Wirbeltier- 
Zellen ebenfalls transfektiert werden, wobei diese ein ihnen 
fremdes Enzym exprimieren wurden. 

Bevorzugterweise wird ein Verfahren zur Herstellung von re- 
kombinanten Wirtszellen, insbesondere Pflanzen- oder Insekten- 
zellen, bzw. Pflanzen oder Insekten mit einer unterdruckten bzw. 
vollstandig unterbundenen GlcNAc-al, S-Fucosyltransf erase-Produk- 
tion zur Verfugung gestellt, das dadurch gekennzeichneti ist, 
dass zumindest .einer der erf indungsgemaBen Vektoren, namlich der 
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umfaBsend das erf indungsgemaSe DNA-Molekiil, das inutierte DNA- 
Molekul Oder das DNA-Molekai, das fur Ribozyme codiert Oder der 
umfassend das DNA-Molekiil in inverser Orient ierung zum Promoter, 
in die -li^irtszelle bzw, Pflanze oder in das Insekt eingeechleust 
wird. Hier gilt ebenfalls das oben ftir die Transfektion bereits 
Beschriebene ■ 

Als Wirtszellen kdnnen z.B. Pf lanzenzellen verwendet werden, 
wobei hier beispielsweise das Ti-Plasmid mit dera Agrobacterium- 
SyBtem in Frage kotrant .. Es ist mit dem Agrobakteriuin-System m6g- 
lich, direkt eine Pflanze zu transf ektieren: Agrobakterien ver- 
ursachen bei Pflanzen Wurzelhalsgallen . Wenn Agrobakterien eine 
verletzte Pflanze infizieren, gelangen die Bakterien selbst 
nicht in die Pflanze, sondern sie schleusen den rekombinanten 
DNA- Abschnitt, die sogenannte T-DNA aus dem ringformigen, ex- 
trachromosomalen, tumorinduzierenden Ti-Plasmid in die Pflanzen- 
zellen ein. Die T-DNA, und damit auch das darin eingefugte DNA- 
Molekul, v/ird stabil in die chromosomale DNA der Zelle einge- 
baut, so dass die Gene der T-DNA in der Pflanze exprimiert wer- 
den . 

Es gibt zahlreiche bekannte, effiziente Transf ektionBtnecha- 
nismen £ur verschiedene Wirtssyateme. Einige Beispiele sind 
Elektroporation, die Calciumphosphatmethode , Mikroinjektion, 
Liposomenmethode . 

Die transf ektierten Zellen werden anschlieSend selektiert, 
z.B, aufgrund von Antibiotika-Resistenzen, fCtr die der Vektor 
Gene aufweist, oder anderer Markergene . Danach werden die trans- 
f ektierten Zellinien amplif iziert , entweder in kleineren Mengen, 
z.B. in Petrischalen, oder in groJSen Mengen, etwa in Fermento- 
ren. Weiters weisen Pflanzen eine besondere Eigenschaft auf, sie 
sind namlich in der Lage sich aus einer (transf ektierten} Zelle 
bzw. aus einem Protoplasten zu einer vollstandigen Pflanze 
wieder zu entwickeln, die geziichtet werden kann. 

Je nach eingesetztein Vektor kommt es zu Vorgangen im Wirt, 
so dass die Enzym-Expression unterdriickt oder vollstandig unter- 
bunden wird: 

Wird der Vektor umfassend das DNA-Molekiil mit der Deletions- 
Insertions- Oder Substitutionsmutation transf ektiert, so kommt 
es zu einer homologen Rekombination ; Das mutierte DNA-Molekiil 
erkennt trotz Mutation die identische Sequenz im Genom der 
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Wirtazelle und wird axi genau der Stelle eingebaut, so dass ein 
"Knockout -Gen" entsteht . Auf dieae Weise wird in das Gen fiir die 
GlcNAc-Q!l , 3-Fucosyltransferase eine Mutation eingebracht, die 
die einwandfrexe Expression der GlcNAc-al, 3-Fucosyltransferase 
inhibieren kann. Wie oben schon dargelegt ist es bei dieser 
Technik wichtig, dass die Mutation ausreicht, um die Expression 
des aktiven Proteins zu unterbinden. Nach Selektion und Ampli- 
fikation kann als zusatzliche Uberpriifung das Gen sequenziert 
werden, um den Erfolg der homologen Rekotrtbination bzw. den Grad 
der Mutation f estzustellen. 

Wird der Vektor umfassend das DNA-Molekiil , das fur ein Ribo- 
zym codiert, transf ektiert , so wird in der Wirtszelle das aktive 
Ribozym exprimiert. Das Ribozym komplexiert die komplementare 
mRNA Sequenz der GlcNAc-al, 3-Pucosyltransferase zurnindest an 
einer bestitnmten Stelle, schneidet diese Stelle und kann auf 
diese Weise die Translation des Enzyms inhibieren. In dieser 
Wirtszelle sowie in den von ihr abstammenden Zellinien bzw. ge- 
gebenenfallB Pflanze wird keine GlcNAc-al, 3-Fucosyltransferase 
exprimiert . 

Ira Falle des Vektors umfassend das erf iridungsgeraafie DNA- 
Molekvil in Sense- oder inverser Richtung zum Promo tor, wird in 
der transf ektiert en Zelle (bzw. Pflanze) eine Sense- oder Anti- 
sense-mRNA exprimiert. Die Antisense-mRNA ist komplementar zu 
zurnindest einem Teil der mRNA-Sequenz der GlcNAc-cfl, S-Pucosyl- 
transferaee und kann ebenfalls die Translation des Enzyms inhi- 
bieren. Als Beispiel fiir ein Verfahren zur Unterdruckung der 
Expression eines Gens durch Antisense -Technik wird auf die 
Schrift Smith et al. 1990, Mol . Gen. Genet . 224:477-481 verwiesen, 
wobei in dieser Schrift die Expression eines Gens, das im Rei- 
fungsprozess bei Tomaten involviert ist, inhibiert wird. 

In alien Systemen wird die Expression der GlcNAc-al, 3-Fuco- 
syltransf erase zurnindest unterdriickt, vorzugsweise sogar voll- 
standig unterbunden. Der Grad der StSrung der Genexpresaion 
hangt vom Grad der Komplexierung , homologen Rekombination, von 
eventuellen anschliefienden zufalligen Mutationen, und sonstigen 
Vorgangen im Bereich des Genoms ab. Die transf ektierten Zellen 
werden auf GlcNAc-al, 3-Fucosyltransf erase Aktivitat iiberpriift 
und selektiert. 

Es besteht weiters die MSglichkeit, die oben beschriebene 
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Uixterdrttckung der Expression der o!l, 3-Pucosyltransferase npch 
weiter zu verstarken, indem zusatzlich zur Einschleusung eines 
oben beschriebenen Vektors, ein Vektor umfassend ein Gen, das 
fur ein Saugetier-Protein, z.B. i01,4-Galaktosyltransferase, co- 
diert, in den Wirt eingeschleust wird. Die Fukosylierung kann 
durch die Wirkung anderer Saugetier- Enzyme vermindert werden, 
wobei die Kombination der Inhibierung der Eacprimierung einer 
aktiven al , 3 -Fucosyltransferase mit Hilfe eines erf indungsgema- 
Ben Vektors und mit Hilfe eines SSugetier-Enzym-Vektors beson- 
ders effizient ist . 

Fur die Transfektion kann jegliche Pf lanzensorte eingesetzt 
werden, beispielsweise die Mungo Bohne, Tabakpf lanze, Tomaten- 
und/oder Kartoffelpf lanze . 

Ein anderes, vorteilhaf tes Verfahren zur Herstellung von 
rekombinanten Wirtszellen, insbesondere Pflanzen- oder Insekten- 
zellen bzw. Pflanzen Oder Insekten, besteht darin, dass das DNA- 
Molekiil umfassend die Mutation in das Genom der Wirtsaelle bzw. 
■Pflanze oder des Insekts an der Stelle der nichtrautierten, homo- 
logen Sequenz eingeschleust wird (Schaefer et al. 1997, Plant 
J.; 11 (S) :1195-1206) . Dieses Verfahren funktioniert demnach 
nicht mit einem Vektor, sondern mit einem reinen DNA-Molekul. 
Das DNA-Molekiil wird z.B. durch Genbombardement , Mikroinjektion 
Oder Elektroporation, um nur drei Beispiele zu nennen, in den 
Wirt eingeschleust. Wie oben bereits dargelegt, legt sich dae 
DNA-Molekiil an die homologe Sequenz im Genom des Wirten an, so 
dass es zu einer homologen Rekombination und damit zur Aufnahme 
der Deletions-, Insertions- bzw. Subs titutionsmutat ion im Genom 
kommt: Die Exprimierung der GlcNAc-ofl, 3-Fucosyltransf erase kann 
unterdruckt bzw. vollstandig unterbunden werden. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft Pflanzen bzw. 
Pf lanzenzellen sowie Insekten bzw. Insektenzellen, wobei ihre 
GlcNAc-al, 3-Fucosyltransferase-Aktivitat unter 50%, insbesondere 
unter 20%-, besonders bevorzugt 0%, der in natiirlichen Pflanzen 
bzw. Pf lanzenzellen und Insekten bzw, Insektenzellen vorkommende 
GlcNAc-al, 3-Fucosyltransferase-Aktivitat betragt . Der Vorteil 
dieser Pflanzen bzw. Pf lanzenzellen liegt darin, dass die Glyko- 
proteine, die von ihnen produziert werden, keine bzw. kaum al,3- 
gebundene Fucose aufweisen. Werden nun Produkte dieser Pflanzen 
bzw. Insekten vom menschlichen oder Wirbeltier-Korper auf genom- 
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men, kommt es zu keiner Immunreaktion gegen das al,3-Fucose- 

Epitop . 

Vorzugsweise werden rekotrtbinante Pflanzen bzw. Pflanzenzel- 
len ziir Verfiigung gestellt, die nach einem der oben beschriebe- 
nen Verfahren hergestellt sind und dass ihre GlcNAc-al, 3-Fuco- 
syltransf eraseproduktion unterdriickt bzw. vollstandig unterbun- 
den ist. 

Die Erfindung betrifft ebenfalls rekoiribinante Ineekten bzw. 
Insektenzellen, die nach einem der oben beschriebenen Verfahren 
hergestellt sind und dass ihre GlcNAc o!l, 3- Fucoayltranaf erase- 
produktion unterdriickt bzw. vollstandig unterbunden ist. Auch 
hier werden keine Glykoproteine mit al , 3 -gebundenen Pucoseresten 
produsiert, so dass es ebenfalls zu keiner Immunreaktion gegen 
das Oil, 3-Fucose-Epitop kommt. 

Die Erfindung bezieht sich auch auf ein PNA-Molekiil/ das 
sine Basensequenz utnfasst, die komplementar zur Sequenz des 
erf indungsgemafien DNA-Molekiils sowie Teilsequenzen davon ist. 
PNA (Peptid Nukleinsaure) ist eine DNA ahnliche Sequenz, wobei 
die Nukleobaeen an ein Pseudopeptidruckgrat gebunden sind. PNA 
hybridisiert im allgemeinen mit komplementaren DNA-, RNA- oder 
PNA-Oligomeren durch Watson-Crick Basenpaarung und Helixforma- 
tion. Das Peptidrflckgrat gewShrleistet eine grofiere Resistenz 
gegeniiber enzymatischer Degradation. Das PNA-Molekul stellt da- 
durch ein verbessertes Antisense-Agens dar. Weder Nukleasen noch 
Proteasen sind in der Lage, ein PNA-MolekCl anzugreifen. Die 
Stabilitat des PNA-Molekuls, wenn es an eine komplementare Se- 
quenz gebunden ist, weist eine ausreichende sterische Blockie- 
rung von DNA und RNA Polymerasen, der reversen Transkriptase , 
Telomerase und der Ribosome. 

Weist das PNA-Molekul die oben genannte Sequenz auf, so bin- 
det sie an die DNA bzw. an ein Stelle der DNA, die fur GlcNAc- 
Q!l, 3-FuGosyltransferase codiert, und kann auf diese Weise die 
Transkription dieses Enzyms inhibieren. Das PNA-Molektil , da es 
weder transkribiert noch translatiert wird, wird synthetisch 
hergestellt, z.B. mit Hilfe der t-Boc-Technik. 

Vorteilhaf terweise wird ein PNA-Molekul zur Verfiigung ge- 
stellt, das eine Basensequenz umfasst, die der Sequenz des er- 
f indungsgemafien DNA-Molekiils sowie Teilsequenzen davon ent- 
spricht. Dieses PNA-Molekiil komplexiert die mRNA bzw. eine 
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Stelle der mRNA der GlcNAc-al, 3 -Fucosyl transferase, so dass die 
Translation des Enzyms inhibiert ist. Hier trifft ahnliciies, wie 
fur die Antisense-RNA zu. So ist z.B. ein besonders effizienter 
Komplexierungsbereich die Translationsstart-Region Oder auch die 
5 ' -rxichttranslatierten Regionen der mRNA. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betriff t ein 
Verfahren zur Herstellung von Pflanzen Oder Insekten bzw. zel- 
len, insbesondere Pflanzen- oder Insektenzellen, die eine blok- 
kierte Expression der QlcNAc~al, 3- Fucosyl transferase auf dem 
Niveau der Transkription bzw. - Translation aufweisen, das dadurch 
gekennzeichnet ist, dass erf indungsgemafie PNA-Molekfile in die 
Zellen eingeschleust werden. Um das PNA-MolekGl bzw. die PNA- 
Molekule in die Zelle einzuschleusen, werden wiederum die her- 
kominlichen Methoden, wie z.B. Elektroporation oder Mikroinjek- 
tion angewandt, Besonders effizient ist das Einschleusen, wenn 
die PNA-Oligomere an Zellen-Penetrationspeptide, z.B. Trans- 
portan oder pAntp, gebunden sind (Pooga et al, 1998, Nature 
Biotechnology, 16; 857-861) . 

Die Erfindung stellt ein Verfahren zur Herstellung von re- 
kombinanten Glykoproteinen zur Verfugung, das dadurch gekenn- 
sseichnet ist, dass die erf indungsgemaSen, rekombinanten Pflanzen 
bzw. Pf lanzenzellen Bowie rekoinbinante Insekten bzw. Insekten- 
zellen, deren GlcNAc-al, 3 -Fucosyl trans f erase- Produkt ion unter- 
driickt bzw. vollst^ndig unterbunden ist, oder Pflanzen oder 
Insekten bzw. Zellen, in die nach dem erf indungsgemafien Verfah- 
ren PNA-Molekule eingeschleust sind, mit dem Gen, das fur das 
Glykoprotein codiert, transf ektiert sind, so dass die rekonibi- 
nanten Glykoproteine exprimiert werden. Dabei werden wie oben 
schon beschriebene Vektoren umfassend Gene fur die gewunschten 
Proteine in den Wirt bzw. ffirtszellen wie ebenfalls oben schon 
beschrieben transf ektiert . Die transf ektierten Pflanzen- oder 
Insektenzellen exprimieren die gewilnschten Proteine, wobei sie 
keine oder kaum al, 3-gebundene Fucose aufweisen. Dadurch losen 
sie die oben bereits erwahnten Immunraktionen im menschlichen 
oder Wirbeltier-Korper nicht aus. Es konnen jegliche Proteine in 
diesen Systemen produziert werden. 

Vorzugsweise wird ein Verfahren zur Herstellung von rekom- 
binanten humanen Glykoproteinen zur Verfugung gestellt, das da- 
durch gekennzeichnet ist, dass die erf indungsgem&Sen, rekombin- 
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anten Pflanzen bzw. Pf lanzenzellen sowie rekombinante Insekten 
bzw. Insektenzellen, deren GlcNAc-al, 3-Fucosyltransferasepro- 
duktion iinterdruckt bzw. vollstandig unterbunden ist, oder 
Pflanzen oder Insekten bzw. Zellen, in die nacb dem erfindungs- 
gemafien Verfahren PNA-Molekille eingeschleust sind, mit dem Gen, 
das fur dae Glykoprotein codiert, transfektiert sind, so dass 
die rekombinanten Glykoproteine exprimiert werden. Durch dieses 
Verfahren wird es maglich, menachliche Proteine in Pflanzen (zel- 
len) zu produzieren, die, wenn sie durch den menschlichen Kftrper 
aufgenommen sind, keine gegen al, 3-gebundene Fucosereste gerich- 
tete immunreaktion auslosen. Dabei besteht die Moglichkeit, 
Pf lanzensorten zur Produktion der rekombinanten Glykoproteine 
einzusetzen, die als Nahrungsmittel dienen, z.B. Banane, Kartof- 
fel und/oder Tomate. Die Gewebe dieser Pflanze umfassen das 
rekombinante Glykoprotein, so dass z.B. durch Extraktion des 
rekombinanten Glykoproteins aus dem Gewebe und anschliefiende 
Verabreichung bzw. direkt durch den Verzehr des pflanzlichen 
Gewebea daa rekombinante Glykoprotein in den menschlichen Korper 
aufgenommen wird. 

Bevorzugterweise ist dabei ein Verfahren zur Herstelluug von 
rekombinanten humanen Glykoproteinen zur medizinischen Verwen- 
dung, das die erf indungsgemaSen, rekombinanten Pflanzen bzw, 
Pf lanzenzellen sdwie rekombinante Insekten bzw. Insektenzellen, 
deren GlcNAc-al, 3-Fucosyltransferase-Produktion unterdruckt bzw. 
vollstandig unterbunden ist, oder Pflanzen oder Insekten bzw. 
Zellen, in die nach dem erf indungsgemafien Verfahren PNA-Molekule 
eingeschleust sind, mit dem Gen, das fur das Glykoprotein co- 
diert, transfektiert sind, so dass die rekombinanten Glykoprote- 
ine exprimiert werden . Hierbei kommt jegliches Protein in Frage, 
das medizinisch von interesse ist. 

Welters betrifft die vorliegende Erfindung rekombinante Gly- 
koproteine, wobei sie gemafi einem oben beschriebenen Verfahren 
in pflanzlichen oder Insekten-Systemen hergestellt wurden und 
wobei ihre Peptidsequenz unter 50%, insbesondere unter 2 0%, 
besonders bevorzugt 0%, der in den nicht Fucosyltransf erase 
reduzierten pflanzlichen oder Insekten-Systemen exprimierten 
Proteinen vorkommenden al, 3-gebundenen Fucose-Reste aufweist. 
Vorzuziehen sind naturlich Glykoproteine, die keine al,3-gebun- 
denen Fucose-Reste aufweisen. Die Menge an al, 3-gebundener 
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Fucose ist abhangig von dem Grad der oben beschriebenen Dnter- 
driickung der GlcNAc-ofl , 3-Fucosyltransf erase . 

Bevorzugterweise betrifft die Erfindung rekorabinante humane 
Glykoeroteine, die gemaS einem oben beschriebenen Verfahren in 
pflanzlichen Oder Insekten-Systemen hergestellt wurden, und die 
in ihrer Peptidsequenz unter 50%, insbesondere unter 20%, beson- 
ders bevorzugt 0%, der in den nicht Fucosyltransf erase reduzier- 
ten pflanzlichen Oder Insekten-Systemen expriinierten Proteinen 
vorkommenden al, 3-gebundenen Fucose-Reste aufweisen. 

Eine besonders bevorzugte. Ausfiihrungsf orm betrifft rekorabi- 
nante humane Glykoproteine zur medizinischen Verwendung, die 
gemafi einem oben beschriebenen Verfahren in pflanzlichen oder 
Insekten-Systemen hergestellt wurden, und die in ihrer Peptid- 
sequenz unter 50%, insbesondere unter 20%, besonders bevorzugt 
0%, der in den nicht Fucosyltransf erase reduzierten pflanzlichen 
Oder Insekten-Systemen exprimierten Proteinen vorkommenden Q!l,3- 
gebundenen Fucose-Reste aufweisen. 

Diese erf indungsgemafien Glykoproteine kSnnen andere gebunde- 
ne Oligosaccharid-Einheiten, die fur Pflanzen bzw. Insekten spe- 
zifisch sind, aufweisen, wodurch sie sich - im Falle von huraanen 
Glykoproteinen - von diesen nat-tirlichen Glykoproteinen unter- 
scheiden. Nicht sdestotrotz werden durch die erf indundungsgemSfien 
Glykoproteine eine geringere bzw. gar keine Imraunreaktion im 
menschlichen Korper ausgelost, da, wie in der Beschireibungsein- 
leitung schon dargestellt, die al , 3-gebundenen Fucose-Reste die 
Hauptursache der Immunreaktionen bzw. Kreuz-Imraunreaktionen 
gegen pflanzliche und Insekten-Glykoproteine sind- 

Ein weiterer Aspekt umfasst eine pharmazeutische Zusammen- 
setzung, die die erf indungsgemaSen Glykoproteine umfasst. Zu- 
satzlich zu den erf indungsgemaSen Glykoproteinen umfasst die 
pharmazeutische Zusammensetzung weitere, fur solche Zusammen- 
setzungen iibliche ZuaStze. Dies sind z.E. geeignete Verdiinnunge- 
mittel verschiedenen Puf f ergehalts (z.B. Tris-HCl, Acetat, Phos- 
phat) , pH und lonenstarke, Additive, wie etwa Tenside und Los- 
lichmacher (z.B. Tween 80, Polysorbate 80), Konservierungsmittel 
<z.B. Thimerosal, Benzylalkohol ) , Adjuvantien, Antioxidations- 
mittel (z.B. AsGorbinsaure, Natriummetabisulfit) , Emulgatoren, 
Fiillstoffe (z.B. Lactose, Mannitol) , kovalente Bindung von Poly- 
meren, wie etwa Polyethylenglykol, an das Protein, Einbau des 
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Materials in teilchenformige Zubereitungen von polyraeren Verbin- 

dungen, wie etwa Polymilchsaure, Polyglykolsaure, etc oder in 
LipoBome, Hilfsstoffe und/oder Tragerstoff e, die bei der jewei- 
ligen -Behandlung nutzlich sind. Solche Zusammensetzungen werden 
den physikalischen Zustand, die Stabilitat, die Geschwindigkeit 
der in-vivo Freisetzung und die Geschwindigkeit der in-vivo Aus- 
scheidung der erf indungsgemaiSen Glykoproteine beeinf luseen. 

Die Erfindung stellt auch ein Verfahren zutn Selektieren von 
DNA-Molekiilen zur Verfiigung, die fiir eine GlcNAc-al, 3-Fucosyl- 
transferase codieren, in einer Probe, wobei die erf indungsgema- 
fien, markierten DNA-Molekiile zur Probe zugesetzt werden, die an 
die DNA-Molekille, die fiir eine GlcNAc-otl, 3-Fucosyltransf erase 
codieren, binden. Die hybridisierten DNA-Molekule konnen detek- 
tiert, quantif iziert und selektiert werden. Damit die Probe Ein- 
zelstrang-DNA aufweist, mit der die markierten DNA-Molekule hy- 
bridisieren konnen, wird die Probe, z.B. durch ErwSrmen, denatu- 
riert . 

Eine Moglichkeit besteht darin, die zu untersuchende DNA, 
eventuell nach Zusetzen von Endonukleasen, durch Gelelektropho- 
rese auf einem Agarosegel zu trennen. Nach Uberfiihren auf eine 
Metnbran aus Nitrozellulose werden die erf indungsgemalSen markier- 
ten DNA-Molekiile zugesetzt, die an das entsprechende homologe 
DNA-Molekul hybridisieren ("Southern Blotting"). 

Eine andere Miiglichkeit besteht darin, homologe Gene aus 
anderen Spezien durch PCR-abhangige Verfahren unter Verwendung 
von spezifischen und/oder degenerierten Primern, abgeleitet aus 
der Sequenz des erf indungsgemaiSen DNA-Molekuls, aufzufinden, 

Bevorzugt umfasst die Probe fiir das obengenannte erfinderi- 
sche Verfahren genomische DNA eines pflanz lichen bzw. Insekten- 
Organismus . Durch dieses Verfahren wird auf sehr schnelle und 
, effiziente Weise eine grofie Anzahl von Pflanzen und Insekten auf 
das Vorhandensein des GicNAc-al, 3-Fucosyltransferase-Gens unter- 
sucht. Auf diese Weise konnen Pflanzen und Insekten, die dieses 
Gen nicht aufweisen, selektiert werden bzw. konnen in solchen 
Pflanzen und Insekten, die dieses Gen aufweisen, durch ein oben 
beschriebenes, erf indungsgem^Ses Verfahren die Exprimierung der 
GlcNAc-al , 3-Fucosyltransf erase unterdrilckt bzw. vollstandig 
unterbunden werden, so dass sie anschliefiend zur Transfektion 
und Produktion von (humanen) Glykoproteinen eingesetzt werden 
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konnen . 

Die Erfindung betrifft ebenfalls die DNA-Molekiile , die fiir 
eine GlcNAc-al, B-Fucosyltransferase codieren, die nach den zwei 
zuletat genannten Verfahren selektiert und anschliefiend aus der 
Probe isoliert wurden. Diese Molekule konnen ffir weitere Unt- 
zereuchungen eingesetzt werden. Sie konnen sequenziert und ih- 
rerseits auch als DNA-Sonden zum Auffinden von GlcNAc-a;!, 3-Fu- 
cosyltransf erasen verwendet werde. Diese - markierten - DNA- 
Molekule werden fur Organismen, die den Organismen, aus denen 
sie isoliert wurden, verwandt sind, effizienter als Sonden fun- 
gieren, als die erf indungsgemaSen DNA-Molekiile . 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft eine Praparation 
von erf indungsgemaS klonierter GlcNAc-al, 3-Fucosyltransf erase, 
die Isoformen mit pl-Werten zwischen 6.0 und 9.0, insbesondere 
zwischen 6.8 und 8.2, auf weist . Der pi -Wert eines Proteins ist 
derjenige pH-Wert, bei dem seine Nettoladung Null betragt und 
ist abhangig von der Aminosauresequenz , dem Glykosylierungsmu- 
ster als auch von der rdumlichen Struktur des Proteins . Die 
GlcNAc-ccl, 3-Pucosyltransf erase umfasst zumindest 7 Isoformen, 
die einen pi -Wert in diesem Bereich aufweisen. Der Grund fiir die 
verschiedenen Isoformen der Transferase sind z.B. unterschied- 
liche Glykosylierungen sowie limitierte Proteolyse. Versuche 
zeigten, dass Mungobohnen-Sciralinge von verschiedenen Pflanzen 
unterschiedliche VerhSltnisse der Isozyme aufweisen. Der pi -Wert 
eines Proteins kann durch isoelektrische Fokussierung, die dem 
Fachmann bekannt ist, festgestellt werden. 

Die Haupt-Isoform des Enzyms weist ein apparentes Moleku- 
largewicht von 54 kDa auf. 

Insbesondere weist die erf indungsgemaSe Praparation Isofor- 
men mit pl-Werten von 6.8, 7.1 und 7.6 auf. 

Die Erfindung betrifft ebenso ein Verfahren zur Herstellung 
von "verpf lanzlichten" Kohlenhydrat-Einheiten von menschlichen 
und anderen Wirbeltier-Glykoproteinen, wobei zu einer Probe, die 
eine Kohlenhydrat-Binheit bzw. ein Glykoprotein umfasst, Fucose- 
Einheiten sowie von einem oben beschriebenen DNA-Molekiil codier- 
te GlcNAc-Qjl , 3-Fucosyltransf erase zugesetzt werden, so dass 
Fucose in al , 3-Stellung durch die GlcNAc-al , 3 -Fucosyltransf erase 
an die Kohlenhydrat-Einheit bzw. das Glykoprotein gebunden wird. 
Durch das erf indungsgemSlSe Verfahren zur Klonierung von GlcNAc- 
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0!l, 3- PuGoayl transferase ist es mSglich, grofie Mengen gereinigtes 
Enzym herzustellen. Urn eine voll aktive Transferase zu erhalten, 
werden geeignete Reaktionsbedingungen hergestellt. Es hat sich 
gezeigt, dass die Transferase eine besonders hohe Aktivitat bei 
einem pH-Wert von etwa 7 aufweist, wenn als Puffer 2- (N-Morpho- 
lino) Ethansulfonsaure-HCl verwendet wird. In Gegenwart von biva- 
lenten Kationen, insbesondere Mn2+, wird die Aktivitat der 
rekotnbinanten Transferase verstarkt. Die Kohlenhydrat-Einheit 
wird entweder in ungebundener Form oder an ein Protein gebunden 
zur Probe zugesetzt. Die rekombinante Transferase ist fur beide 
Formen aktiv. 

Die Erfindung wird anhand der nachfolgenden Beispiele und 
der Zeichnungsf iguren, auf die sie selbstverstandlich nicht ein- 
geschrankt ist, weiter erlautert werden. Im einzelnen zeigen in 
der Zeichnung die Fig. la und lb die gemessenen Mengen an Pro- 
tein und die gemessene Enzymaktivitat in den einzelnen Fraktio- 
nen des Eluats als Kurven; die Fig. 2 die Abbildung eines Elek- 
trophorese-Gels der GlcNAc-al, 3-Fucosyltransferase; die Fig. 3 
das Ergebnis der isoelektrischen Pokussierung und die gemessene 
Transferase -Aktivitat der einzelnen Isoformen; die Fig. 4 die N- 
terminalen Sequenzen von 4 tryptischen Peptiden 1-4 sowie die 
DNA-Sequenz von drei Primem SI, A2 und A3; die Fig. 5a und 5b 
die cDNA-Sequenz der oil, 3 -Pucosyl transferase; die Fig. 6a und 6b 
die daraus hergeleitete Aminosauresequenz der Q!l,3-Fucosyltrans- 
ferase; die Fig. 7 eine schematische Darstellung der al,3-Fuco- 
syltransf erase sowie die Hydrophobizitat der Arainosauren-Reste; 
die Fig. 8 einen Vergleich der konservierten Motive verschiede- 
ner Fucosyltransf erasen; die Fig. 9 einen Vergleich der Fucosyl- 
transferase-Aktivitat von mit dem al, 3 -Fucosyltransf erase-Gen 
transf ektierten Insektenzellen mit einer Negativkontrolle; die 
Fig. 10a und 10b Strukturen von verschiedenen Akzeptoren der 
al, 3 -Fucosyltransf erase; die Fig. 11 und 12 Massenspektren; und 
die Fig. 13 das Ergebnis einer HPLC. 

Beispiel i: 

Isolieren der Core-al> 3-Fucosvltransf erase 



Alle Schritte wurden bei 4''C durchgef •iihrt . Mungobohnen-Saralinge 
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vnirden in einem Mixer homogenisiert, wobei 0.75 Volumexi Extrak- 
tionspiiffer pro kg Bohnen verwendet wurde. Das Homogenisat wurde 
anschllefiend durch zwei Lagen Baumwollstof f filtriert und das 
Filtrst wurde bei BOOOOxg 40 rain zentrifugiert . Der Uberstand 
wurde verworfen und das Pellet wurde mit Losungspuf f er uber 
Nacht bei standigem Ruhren extrahiert . AnschlieEende Zentrif u- 
gation bei 30000xg fiir 40 min ergab den Triton- Ext rakt . 

Der Triton- Ext rakt wurde wie folgt gereinigt: 

Schritt 1: Der Triton-Extrakt wurde auf einen mikrogranu- 
laren Diathylaminoathyl-Zellulose-Anionenaustauscher DE52 Zellu- 
lose-Saule (5x28 cm. Pa. Whatman) , der zuvor mit Puffer A kali- 
briert wurde, aufgetragen. Die nicht gebundene Fraktion wurde in 
Schritt 2 weiterbehandelt . 

Schritt 2: Die Probe wurde auf eine mit Puffer A kalibrierte 
Affi-Gel Blue Saule (2.5x32) Saule aufgetragen. Nach Waschen der 
Saule rait diesem Puffer wurde adsorbiertes Protein mit Puffer A 
umfassend 0.5 M NaCl eluiert. 

Schritt 3: Nach Dialyse des Eluats aus Schritt 2 gegen Puf- 
fer B wurde es auf eine, mit deraselben Puffer kalibrierte, S- 
Sepharose-SSule aufgetragen. Gebundenes Protein wurde mit einem 
linearen Gradienten von 0 bis 0,5 M NaCl in Puffer B eluiert. 
Fraktionen mit GlcNAc-al, 3-Fucosyltranferase wurden gepoolt und 
gegen Puffer C dialysiert, 

Schritt 4 : Die dlalysierte Probe wurde auf eine mit Puffer C 
kalibrierte GnGn-Sepharose-Saule aufgetragen. Das gebundene Pro- 
tein wurde mit Puffer C umfassend 1 M NaCl smstelle von MnCl^ 
eluiert . 

Schritt 5 : Das Enzym wurde anschlielSend gegen Puffer D dia- 
lysiert und auf eine GDP-Hexanolamin-Sepharose-Saule aufge- 
bracht. Nach Waschen der S^ule mit. Puffer D wurde die Trans- 
ferase durch Ersetzen von MgCl^ und NaCl rait 0 . 5 irtM GDP eluiert. 
Aktive Fraktionen wurden gepoolt, gegen 20 mM Tris-HCl Puffer, 
pH 7.3, dialysiert und lyophiliaiert . 

Die enzymatische Aktivitat der GlcNAc 0!l,3 Fucosyltransfe- 
rase wurde durch Verwendung von GnGn-Peptid und GDP-L- [U-^ * C] 
Fucose bei Substratkonzentrationen von jeweils 0.5 und 0.25, in 
Gegenwart von 2- (N-Morpholin) Ethansulf onsaure-HCl Puffer, Triton 
X-100, MnCl^ , GlcNAc und AMP bestimmt (gemaS Staudacher et al . 
1998 Glycocon jugate J. 15, 355-360; Staudacher et al . 1991 
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Eur.J.Biochem. 199, 745-751). 

Proteinkonzentrationen wurden mit Hilfe der Bichinchonin- 
saure Methode (Pierce) oder, bei den letzten Schritten der 
Enzymreinigung, mittels Aminoaaurenanalyse bestimmt (Altmann 
1992 Anal.Biochem, 204, 215-219). 

In Fig la und lb sind die gemessenen Mengen an Protein und 
die gemessene Enzymaktivitat in den einzelnen Fraktionen des 
Eluats als Kurven dargestellt. Fig. la zeigt die oben beschrie- 
bene Trennung auf der S-Sepharose Saule, Fig. 1 b die Trennung 
auf der GnGn-Sepharose -Saule,- wobei der Kreis Protein, der 
schwarze, voile Kreis GlcNAc-al , 3-Fucosyltransf erase und das 
Viereck N-Acetyl-jS-Glucosarainidase darstellt . Ein U ist defi- 
niert als die Menge Enzym, die 1 /j.mol Fucose auf einen Akzeptor 
pro Minute tranf eriert . 

Tabelle 1 zeigt die einzelnen Schritte der Transferase- 
Reinigung. 

Tabelle 1 



Reinigungsschritt 


Ges . 


Ges. • 


Spez . 


Reinigungs Ausbeute 




Prot. 


Aktiv. 


Aktiv, 


Faktor 






mg 


mU 


mU/mg 


-fach 


% 


Triton X-100 












Extrakt 


91500 


4846 


0.05 


1 


100 


DE52 


43700 


4750 


0.10 


2 


98 .0 


Affigel Blue 


180.5 


4134 


23 


460 


85.3 


S-Sepharose 


8.4 


3251 


390 


7800 


67.1 


GnGn-Sepharose 




1044 


803.0 


160000 


21.5 


GDP - Hexano 1 amin - 












Sepharose 


0.02^ 


867 


43350 


867000 


17.9 



^ wurde mittels Aminosliure -Analyse ermittelt 
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Extraktionspuf f er : 

0.5 mM Dithiothreit 
1 niMEDTA 

0^5 % Polyvinylpolypyrrolidon 

0.25 M Saccharose 

50 mM Tris-HCl Puffer, pH 7.3 
Losungspuf f er : 

0.5 mM Dithiothreit 

1 mM EDTA 

1.5% Triton X-100 

50 mM Tris-HCl, pH 7 . 3 
Puffer A: 

25mM Tris-HCl Puffer, pH 7.3 mit : 

0.1% Triton X-100 und 

0.02% NaNj 
Puffer B: 

25 mM Na-Citrat Puffer, pH 5.3 mit: 

0.1% Triton X-100 und 

0.02% NaNj 
Puffer C: 

25 mM Tris-HCl Puffer, pH 7.3 mit: 

5 mM MnClj und 

0,02% KaN^ 
Puffer D. 

25 mM Tris-HCl, pH 7.3 mit: 

10 mM MgCl^ , 

0.1 M NaCl und 

0,02% NaNj 

Beispiel 2 : 
SDS-paqe und isoelektrische Fokussierung. 

Eine SDS-Page wurde in einer Biorad-Mini-Protean-Zelle auf 

Gelen mit 12 . 5% Acrylaraid und 1% Bisacrylamid durchgef uhrt . Die 
Gele wurden entweder mit Coomassie Brilliant Blau R-250 oder 
Silber gefarbt. Isoelektrische Fokussierung der Fucosyltransf e- 
rase wurde auf vorgef ertigten Gelen mit einem pI-Bereich zwi- 
schen 6-9 (Servalyt precotes 6-9, Serva) durchgef fihrt . Die Gele 
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wurden gemSS dent Protokoll des Herstellers mit Silber gef^rbt. 
Fur die zweidimensionale Elektrophorese wurden Banden aus dem 
Pokussierungsgel ausgeachnitten, mit S-Alkylierungs -Reagent ien 
und SDS behandelt und einer SDS-Page, wie oben beschrieben, un- 
terzogen. 

Fig. 2 stellt die Abbildung eines Elektrophorese-Gels der 
GlcNAc-ofl, 3-Fucosyltransferase dar, wobei links die zweidimen- 
sionale Elektrophorese und rechts die eindimensionale SDS-Page 
dargestellt sind. Dabei ist die mit A bezeichnete Bahn ein 
Standard, die mit B bezeichnete Bahn die GlcNAc al, 3-Pucosyl- 
tranef erase aus der GnGn-Sepharose-Saule und die mit C bezeich- 
nete Bahn "gereinigte" GlcNAc-al , 3-Fucosyltransf erase, d.h. die 
Fraktion der GDP-Hexanolamin-Sepharose-Saule . Die zwei Banden 
bei 54 und 56 kDa stellen Isoformen der Transferase dar. 

Fig. 3 zeigt das Ergebnis der isoelektrischen Fokussierung. 
Bahn A wurde mit Silber gefarbt, auf Bahn B wurde Aktivitat der 
Transferase Isoformen getestet. Die Aktivitat ist dabei als % 
Fucose angegeben, die GDP-Fucose auf das Substrat transferiert 
wurde . 

iBeispiel 3: 

Peptidseauenzieruna 

Fur die Sequenzierung des Proteins wurden Banden aus dem mit 
Coomassie gefarbten SDS-Polyacrylamidgel geschnitten, carboxy- 
amidomethyliert und rait Trypsin gemaS Gorg et al. 1988, Electro- 
phoresis, 9, 681-692, gespalten. Die tryptischen Peptide wurden 
mit der reversen Phase HPLC auf einer 1.0x250 mm Vydac C18 bei 
40°C mit einer Durchf lussrate von 0,05 ml/min getrennt, wobei 
ein HP 1100 Apparat (Hewlett-Packard) verwendet wurde. Die iso- 
lierten Peptide wurden mit Hewlett-Packard G1005A Protein 
Sequenzierungs System gemafi dem Protokoll des Herstellers se- 
quenziert. Welters wurde die Peptidmischung durch Ingel-Verdau- 
ung rait MALDI-TOF MS analysiert (siehe unten) . 

. Fig. 4 zeigt die N-terminalen Seguenzen von 4 tryptischen 
Peptiden 1-4 (SEQ ID No: 5-8) . Ausgehend von den ersten drei 
Peptiden wurden Primer SI, A2 und A3 hergestellt (Seguenz-Iden- 
tif ikationsnummern 9-11) . 
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Beispiel 4 : 

RT-PCB. und cDMA Klonieren 

Die gesamte RNA vmrde aus einem 3 Tage alten Mungo Bohnen 
Hypokotyl isoliert, wobei das SV Total RNA Isolierungs System 
von Promega verwendet wurde. Zur Herstellung der Erststrang-cDNA 
wurde die gesamte RNA 1 h bei 48 °C mit AMV reverse Transkriptase 
und Oligo (dT) Primern inkubiert, wobei das Reverse Transkription 
System von Promega verwendet mirde. 

Die Erststrang-cDNA wurde einer PGR unterzogen, wobei eine 
Kotnbination von Sense- und Ant i sense -Primern verwendet wurde: 

Zu 10 ^1 der reversen Transkription Reaktion wurde folgendes 
zugesetzt : 

50 ftl mit O.lfimol eines jeden Primers, 0.1 mM dNTPs, 2 mM 
MgClj , 10 mM Tris-HCl Puffer, pH 9.0, 50 mM KCl und 0.1 % Triton 
X-100. 

Nach einem ersten Denaturierungsschritt bei 95°C fiir 2 min, 
wurden 40 Zyklen von 1 min bei 95 °C, 1 min bei 49 °C und 2 min 
bei 72°C durchlaufen. Der letzte Extensionsschritt wurde bei 
72 oc fur 8 min durchgef uhrt . PGR Produkte wurden in den pCR2.1 
Vektor subkloniert, wobei das TA Cloning Kit von Invitrogen ver- 
wendet wurde, und sequenziert. Die Produkte dieser PGR waren 
zwei DNA-Fragmente mit der Lange von 744bp und 780bp, wobei 
beide DNA-Fragmente dasaelbe 5'.-Ende aufweisen (s. auch Fig. 7). 

Ausgehend von diesen zwei DNA- Fragment en wurden die fehlen- 
den 5' und 3' Regionen der cDNA durch 5'- und 3'- Rapid Amplifi- 
kation von cDNA-Enden (RACE) erhalten, wobei der RACE Kit von 
Gibco-BRL verwendet wurde. Als Antisense -Primer wurde der uni- 
verselle Amplifikat ions -Primer des Kits und als Sense-Primer 
entweder 5 ' -CTGGAACTGTCCCTGTGGTT-3 • (SEQ ID No: 12) Oder 5'- 
AGTGCACTAGAGGGCCAGAA-3 ' (SEQ ID No: 13) verwendet. Es wurde auch 
als Sense Primer der verkurzte Anker-Primer des Kits und als 
Antisense -Primer 5 ' -TTCGAGCACCACAATTGGAAAT-3 ' (SEQ ID No; 14) 
Oder 5'-GAATGCAAAGACGGCACGATG2^T-3' (SEQ ID No: 15) verwendet. 

Die PGR wurde mit einer Annealing Temperatur von 55 °C und 
den oben beschriebenen Bedingungen durchgef iihrt . Die 5 ' und 3 ' 
RACE Produkte wurden in den pGR2.1 Vektor subkloniert und se- 
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quenziert: Die Secjuenzen der subklonierten Fragmente wurden 
mittels der Didesoxynukleotid-Methode sequenziert (ABI PRISM Dye 
Terminator Cycle Sequencing Ready reaction Kit und ABI PRISM 310 
Geneti€! analyser (Perkin Elmer) ) . T7 und M13 Vorwarts-Primer 
vTurden fiir die Sequenzierung der in den pCR2.1 Vektor klonierten 
Produkte verwendet. Beide Strange der Codierungsregion wurden 
vom Vienna VBC Genomics -Sequencing Service sequenziert, wobei 
inf rarotmarkierte Primer (IRD700 und IRD800) und ein LI-COR Long 
Read IR 4200 Sequenzierer (Lincoln, NE) verwendet wurden. 

Fig. 5a und 5b zeigen die gesamte cDNA, die eine GroSe von 
219 8 bp und einen offenen Leserahmen von 1530 bp aufweist CSEQ 
ID No: 1) . Der offene Leserahmen (Startcodon bei Basenpaaren 
211-213, Stopcodon bei Basenpaar 1740-1743) codiert fiir ein Pro- 
tein von 510 Aminosauren mit einem Molekulargewicht von 56.8 kDA 
und einem theoretischen pl-Wert von 7.51. 

Fig. 6a und 6b zeigen die von der cDNA hergeleitete Amino- 
saurensequenz der GlcNAc-al,3 Fucosyltransf erase (SEQ ID No: 2). 
Stellen fur die Asparagin gebundene Glykosylierung sind bei 
Asn346 und Asn429. 

In Fig. 7 ist die schematische GlcNAc- al , 3-FucosyltransEe- 
rase-cDNA (oben) und der hergeleitete Hydrophobizitatsindex dee 
codierten Proteins (unten) dargestellt, wobei ein positiver 
Hydrophobizitatsindex eine erhohte Hydrophobizitat bedeutet. Da- 
zwischen sind die GroSen der beiden oben genannten PGR- Produkte 
in Relation zur kompletten cDNA gezeigt. Der Codierungs-Bereich 
ist durch den Balken dargestellt, wobei "C" fur den postulierten 
cytoplasmatischen Bereich, T fiir den postulierten transmembranen 
Bereich und G fiir den postulierten Golgi -Lumen katalytischen 
Bereich der Transferase codiert. Die Analyse der DNA-Sequenz 
durch "TMpred" (von EMBnet, Schweiz) ergab eine vermutliche 
Transmembran-Region zwischen Asn3 6 und Gly54. Der C- terminals 
Bereich des Enzyms utttfasst vermutlich die katalytische Region 
und sollte folglich in das Lumen des Golgi -Apparats weisen. Dem- 
nach scheint diese Transferase ein Transmembranprotein des Typs 
II zu sein, wie alle bisher analysierten Glykosyltranferasen, 
die eine Rolle in der Glykoprotein-Biosynthese spielen 
(Joziasse, 1992 Glycobiology 2, 271-277) . Die grauen Bereiche 
stellen die vier tryptischen Peptide, die Sechsecke die potent i- 
ellen N-Glykosylierungs -Stellen dar. Eine via WCBI zugangliche 
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BLASTP Suche aller Datentoanken zelgte eine Ahnlichkeit zwischen 

der GlcNAc~Q!l,3 Fucosyltransf erase und anderen <xl, 3/4-Fucosyl- 
transferasen, z.B. der humanen Fucosyltransf erase-VI . Mit 18-21% 
(untersucht von SIM-LALNVIEW, Expase, Schweiz) war die Gesamt- 
ahnlichkeit jenseits jeglicher Signifikanz. Dennoch weist ein 
Sequenzbereich von 35 Aminosauren (SEQ ID No: 4) eine auffallend 
hohe Homologie zu anderen al,3/4 Fucosyltransf erasen auf (Fig, 
8) . Dieser Sequenzbereich befindet sich zwischen Glu267 und 
Pro301 der SEQ ID No: 2. 

Beispiel 5: 

Expression der rekombinanten GlcNAc-Q!l,3 Fucosvltransferase in 
In^^}^l;enz^llen 

Die codierende Region der vermutlichen G1cKAc-q;1,3 Fucosyl- 
transferase samt cytoplasraatischer und transmembraner Region 
wurde mit dem Vorwarts- Primer 5 ' -CGGCGGATCCGCAATTGAATGATG-3 ' 
{SEQ ID NO: 16) und Riickwarts- Primer 5'- 

CCGGCTGCAGTACCATTTAGCGCAT-3 ' (SEQ ID No; 17) mit dem Expand High 
Fidelity PCR System von Boehringer Mannheim amplif iziert . Das 
PCR-Produkt wurde mit PstI und BamHI doppelt verdaut und in 
Alkalin- Phosphatase behandeltem Baculovirus Transfer- Vektor 
pVL1393, der zuvor mit PstI und BamHI verdaut wurde, subklo- 
niert. Um eine homologe Rekombination zu gewahrleisten, wurde 
der Trans fervektor mit Baculo Gold viraler DNA (PharMingen, San 
Diego, CA) in Sf9 Insektenzellen in IPL-41 Medium mit Lipofectin 
cotransf ektiert . Nach einer Inkubation von 5 Tagen bei 27°C 
wurden verschiedene Volumina des trberstandes mit dem rekombinan- 
ten Virus zur Infektion der Sf21 Insektenzellen verwendet . Nach 
einer Inkubation von 4 Tagen bei 27 °C in IPL-41 Medium mit 5% 
PCS wurden die Sfl Zellen geerntet und 2x mit Phosphat gepuffer- 
ter Salzlosung gewaschen. Die Zellen wurden in 25 mM Tris HCL 
Puffer, pH 7,4, mit 2% Triton X-100 resuspendiert und durch 
Sonifikation auf Eis aufgebrochen. 
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Beispiel 6 t 

Assay f iir die GlcNRc oil , 3 Fucosvltrangf erase-Aktlvitat 

Das Homogenat und der Zelluberstand wurden auf GlcNAc al,3 
Fucosyltransf erase getestet. Blindproben wurden mit rekombinatem 
Baculovirus, der fiir die Tabak-GlcNAc-Transf erase I (Strasser et 
al. 1999, Glycobiology, im Druck) codiert, durchgefiihrt . 

Fig. 9 zeigt die gemessene Enzymaktivitat der rekombinanten 
GlcUAc-al, 3-Fucosyltransferase sowie der Negativkontrolle. Im 
besten Fall war die Enzymaktivitat der cotransf ektierten Zellen 
und deren Oberstand 30x hSher als die der Negativkontrollen. 
Diese endogene Aktivitat, die in Abwesenheit der rekombinanten 
Transferase messbar ist, kommt im ■wesentlichen von der Insekten- 
al, 6-Fucosyltransf erase und nur zu einem geringen Prozentsatz 
von der GlcNAc-Q!l, 3-Fucosyltransf erase . Demnach betragt die Er- 
hohung der GlcNAc-al, 3-Fucosyltransf erase, die von den rekombi- 
nanten Baculoviren stammt, weit liber das lOOfache. 

Das Enzym zeigte eine breite Maximal-Aktivitat urn einen pH- 
Wert von 7.0, wenn die AktivitSt in 2- (N-Morpholin) Ethansulfon- 
saure-HCl Puffer gemessen wui^ie . Wie in Tabelle 2 ersichtlich 
ist, fodert der Zusatz von bivalenten Kationen, inabesondere 
Mn2+, die Aktivitat der rekombinanten Transferase. 
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Tafoelle 2 

Zusatzmittel 
(]«)nz . lOmM) 


relative Aktivit^t 
(Akzeptor : GnGn-Peptid) 




% 


kein 


21 


EDTA 


18 


MnCl^ 


100 


CaCl, 


82 




52 


CdCl^ 


44 


CoCl^ 


35 


CuCl^ 


3 


NiCl, 


24 




0.6 



Tabelle 3 zeigt, dass unter den eingesetzten Akzeptoren das 
GnGn- Peptid die hochsten Inkorporationsraten bei Standard ver- 
Buchsbedingungen zeigt, knapp gefolgt vom GnGnF^ -Peptid und 
MBGn-Asn. Kein Transfer konnte auf das MM-Pepfcid festgestellt 
warden, welches das reduzierende GlcNAc-Ende an der 3-gebundenen 
Mannose nicht aufweist, Diese Struktur scheint fur die Core-Fu- 
cosyltransf erase notwendig zu sein. Die rekombinante Transferase 
war welters inaktiv hinsichtlich die gebrSuchlichen Akzeptoren, 
die fiir die Bestimmung der Blutgruppen (xl, 3/4 -Fucosyltransf era- 
sen, die die Fucose auf GlcNAc an den nicht reduzierenden Enden 
von OligosaccUariden transf erieren . Die scheinbaren K^^-Werte fiir 
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die Akzeptor-Sxibstrate GnGn-Peptid, GnGnP* -Peptid, MSGn-Asn wnd 
fur daa Donor Substrat GDP-Fucose wurden auf 0.19, 0-13, 0.23 
bzw. 0.11. geschatzt. Die Strukturen der Molekule sind in Fig. 
10a urtd 10b dargestellt. 

Tabelle 3 



Akzeptor- Substrat 



rel. Aktivitat 



Kin" Wert 



GnGn-Peptid 
GnGnF^ -Peptid 
M5Gn-Asn 
MM- Peptid 
Galj8l-4GlcNAc 
Gal/31- 3G1CNAC 

GaliS 1 - 3GlcNAc/3l - 3Gal/3l - 4Glc 



87 
71 



0.19 
0.13 
0.23 



Beispiel 7 : 

Massenspektrometrie des Fucosyl -Transferase Produkts 

Dabsyliertes GnGn-Hexapeptid (2nTnol) wurde mit dem Insekten- 
zellen-Homogenat timfassend die rekombinante G1gNAc-q;1,3 Fucosyl- 
transf erase (0.08 mU) in Gegenwart von nicht radioaktiver GDP-L- 
Pucose (10 nmol) , 2- (N-Morpholin) EthansulfonsSure-HCL Puffer, 
Triton X-100, MnCl^ , GlcNAc und AMP inkubiert. Eine Negativkon- 
trolle wurde mit einem Homogenat der fur die Blindproben infi- 
zierten Insektenzellen durchgef uhrt . Die Proben wurden fur 16 h 
bei 37 °C inkubiert und mittels MALDI TOP Massenspektrometrie 
analysiert . . 
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Massenspektrometrie wurde auf einetn DYNAMO (Therrmo BioAna- 
lysis, Santa Fe, NM) durchgefuhrt, einera MALDI-TOF MS, dae zur 
dynamischen Extraktion fahig ist (Synonym fiir verspatete Extrak- 
tion) ^ Es wurden zwei Arten von Probentnatrix-Praparationen ein- 
gesetzt; Peptide und dabsylierte Glykopeptide wurden in 5% Amei- 
sensaure gelost und Aliquote wurden auf das Ziel aufgetragen, 
Luft getrocknet und mit 1% a-Cyano-4-Hydroxyzimtsaure bedeckt. 
Pyridylaminierte Glykane, reduzierende Oligosaccharide und nicht 
derivatisierte Glykopeptide wurden mit Wasser verdunnt, auf das 
Ziel aufgetragen und Luft getrocknet. Nach Zusatz von 2% 2,5-Di- 
hydroxybenzoesaure wurden die Proben sofort durch Anlegen eines 
Vakuums getrocknet. 

Fig. 11 zeigt das Massenspektrum dieser Proben, wobei A die 
Negativkontrolle darstellt: Der Hauptpeak (S) zeigt das Dabsyl- 
Val-Gly-Glu- (GlcNAc^ Man^ ) Asn-Arg-Thr Substrat, wobei der errech- 
nete [M+H] + Wert 2262.3 betragt. Dieses Substrat scheint auch 
als Natrium Additionsprodukt und als kleineres Ion, das durch 
Fragmentation der Azo~Funktion der Dabsyl-Gruppe entstanden ist, 
bei {S*) auf. Eine geringe Produktmenge (P, [M+H] + = 2408.4) ist 
auf die endogene al, 6-Pucosyltransferase zuriickzuf uhren . Der 
Peak bei m/z = 2424.0 zeigt die unvollstandige Degalactosylie- 
rung des Substrats . Das Massenspektrum B zeigt die Probe mit 
rekombinanter al, 3-Fucosyltransferase. Der Hauptpeak (P) stellt 
das fucosylierte Produkt dar, (P*) dessen f ragmentiertes Ion. 

Zusatzlich wurden Aliquote beider Proben miteinander ver- 
mischt, um ahnliche Konzentratinen von Substrat und Produkt zu 
erhalten (Probe A) . Diese Mischung wurde mit 0.1 M Ammoniumace - 
tat, pH 4.0, umfassend 10/xU N-Glykosidase A (Probe B) oder mit 
50 mM Tris/HCl, pH 8.5, umfassend 100 (1 U hydrolysiert 1 
fmol Substrat pro min) N-Glykosidase F (Probe C) verdttnnt. Nach 
2 und 20h wurden kleine Aliquote dieser Mischungen entnommen und 
mittels iyiALDI-TOF MS analysiert. 

In Fig. 12 sind die drei Massenspektren der Proben A, B und 
C dargestellt. Die unverdaute Probe A zeigt zwei Hauptpeaks: Das 
Substrat bei 2261.4 m/z und das fucosylierte Produkt bei 2407.7 
m/z. Die mittlere Kurve zeigt das Massenspektrum der Probe B, 
mit N-Glycosidase A behandelt, die beide Glykopeptide hydroly- 
siert. Der Peak bei 963.32 stellt dag deglycosylierte Produkt 
dar. Die untere Kurve zeigt das Massenspektrum der Probe C, Die 
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N-Glykosidase F ist nicht in der Lags, al,3 fucosylierte Subs- 
trate zu hydrolysieren, so daas das Spektrum den Peak bei 2406.7 
m/z des fucosylierten Produkts aufweist, wahrend der Peak des 
hydrolysierten Substrats bei 963.08 m/z aufscheint. 

Beispiel 8: 

HPLC Analyse des pyridylatninierten Fucosvltransf erase -Produkts 

Die beiden oben beschriebenen Proben (fucosyliertes Prodvikt 
und Negativkontrolle) vrarden mit N-Glykosidase A verdaut. Die 
erhaltenen Oligosaccharide wurden pyridylaminiert und mittels 
reverse Phase HPLC analysiert {Wilson et al. 1998 Glycobiology 
8, 651-661; Kubelka et al . 1994 Arch.Biochem.Biophys . 308 , 148- 
157; Hase et al . 1984 J.Biochem. 95, 197-203}, 

In Fig. 13 stellt im oberen Diagramm B die Negativkontrolle 
dar, wobei zusatzlich zum Restsubstrat (GnGn-Peptid) al,6 fuco- 
syliertes Produkt zu sehen ist. A weist einen Peak bei wesent- 
lich geringerer Retentionszeit auf, was filr an den reduzierenden 
GlcNAc-ail,3-gebundene Fucose spezifisch ist. 

Im unteren Diagramm wurde das isolierte Transferase -Produkt 
vor {Kurve A) und nach Verdauung durch N-Acetyl-/3-Glukosamini- 
dase (Kurve B) mit MMF^ aus Honigbiene Phospholipase A^ (Kurve 
C) verglichen. 
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<110> Altmann Dr. , Friedrich 

<120> alpha 1, 3 -Fucosyl transferase R36247 

<130> R 36247 

<140> 
<141> 

<160> 17 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 2198 
<212> DNA 
<213> Pflanze 

















actaactcaa 


acgctgcatt 


ttcttttttc 


tttcagggaa 


ccatccaccc 


ataacaacaa 


60 


aaaaaacaac 


agcaagctgt 


gtttttttta 


tcgttctttt 


tctttaaaca 


agcacoccca 


120 


tcatggaatc 


gtgctcataa 


cgccaaaatt 


ttccatttcc 


ctttgatttt 


tagtttattt 


180 


tgcggaattg 


gcagttgggg 


gcgcaattga 


atgatgggtc 


tgttgacgaa 


tcttcgaggc 


240 


tcgagaacag 


atggtgccca 


acaagaeagc 


ttacccgttt 


tggctccggg aggcaaccca 


300 


aagaggaaat 


ggagcaatct 


aatgcctctt 


gttgttgccc 


tfcgtggtcat 


cgeggagatc 


360 


gcgtttctgg 


gtaggttgga 


tatggccaaa 


aacgccgcca 


tggttgactc 


cctcgctgac 


420 


ttcttctacc 


gctctcgagc 


ggtcgttgaa 


ggtgacgatt 


tggggttggg 


tttggtggct 


480 


tctgatcgga 


attctgaatc 


gtatagttgt 


gaggaatggt 


tggagaggga ggatgctgtc 


540 


acgtattcga 


ggggcttttc 


caaagagcct 


atttttgttt 


ctggagctga 


tcaggagtgg 


600 


eiagtcgtgtt 


cggttggatg 


taaatttggg 


tttagtgggg 


atagaaagcc 


agatgccgca 


660 


tttgggttac 


ctcaaccaag 


tggaacagct 


agcattctgc 


gatcaatgga 


atcagcagaa 


720 


tactatgctg 


agaacaatat 


tgccatggca 


agacggaggg 


gatataacat 


cgtaatgaca 


780 


accagtctat 


cttcggatgt 


tcctgttgga 


tatttttcat 


gggctgagta 


tgatatgatg 


840 


gcaccagtgc 


agccgaaaae 


tgaagctgct 


cttgcagctg 


ctttcatttc 


caattgtggt 


900 


gctcgaaatt 


tccggttgca 


agctcttgag 


gcccttgaaa 


aatcaaacat 


caaaattgat 


960 


tcttatggtg 


gttgtcacag 


gaaccgtgat 


ggaagagtga 


acaaagtgga 


agccctgaag 


1020 


cactacaaat 


ttagcttagc 


gtttgaaaat 


tcgaatgagg 


aagattatgt 


aactgaaaaa 


1080 


ttcttccaat 


cccttgttgc 


tggaactgtc 


cctgtggttg 


ttggtgctcc 


aaatattcag 


1140 


gactttgctc 


cttctcctgg 


ttcaatttta 


catattaaag 


agatagagga 


tgttgagtct 


1200 


gttgcaaaga 


ccatgagata 


tctagcagaa 


aatcccgaag 


catataatca 


atcattgagg 


1260 


tggaagtatg 


agggtccatc 


tgactccttc 


aaggcccttg 


tggatatggc 


agctgtgcat 


1320 


tcatcgtgcc 


gtctttgcat 


tcacttggcc 


acagtgagta 


gagagaagga 


agaaaataat 


13BD 


ccaagcctta 


agagacgccc 


ttgcaagtgc 


actagagggc 


cagaaaccgt 


atatcatatc 


1440 


tatgtcagag 


aaaggggaag 


gtttgagatg 


gagtccattt 


acctgaggtc 


tagcaattta 


1500 


actctgaatg 


ctgtgaaggc 


tgctgttgtt 


ttgaagttca 


catccctgaa 


tcttgtgcct 


1560 


gtatggaaga 


ctgaaaggcc 


tgaagttata 


agagggggga 


gtgctttaaa actctacaaa 


1620 
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atatacccaa ttggcttgao acagagacaa gctctttafca ccttcagctt caaaggtgat 1680 
gctgatttca ggagtcactt ggagaacaat ccttgtgcca agtttgaagt catttttgtg 1740 
tagcatgcgc taaafcggtac cfcctgctcta cctgaattag cttcacttag ctgagcacta IBOO 
gctagagttt taggaatgag tatggcagtg aatatggcat ggctttattt atgcctagtt 1860 
tcttggccaa ctcattgatg ttttgtataa gacatcacac tttaatttta aacttgtttc 1920 
tgtagaagtg caaatccata tttaatgctt agttttagtg ctcttatctg atcatctaga 1980 
agtcacagtt cttgtatatt gtgagtgaaa actgaaatct aatagaagga tcagatgttt 2040 
cactcaagac acattattac ttcatgttgt tttgatgatc tcgagctttt ttagtgtctg 2100 
gaactgtccc tgtggtttga gcacctgtta ttgcttcagt gttactgtcc agtggttatc 2160 
gtttttgacc tctaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaa 2198 

<210> 2 
<211> 510 
<212> PRT 
<213> Pflanze 

<400> 2 

Met Met Gly Leu Leu Thr Asn Leu Arg Qly Ser Arg Thr Asp Gly Ala 



Gin Gin Aep Ser Leu Pro Val Leu Ala Pro Gly Gly Asn Pro Lys Arg 



Lys Trp Ser Asn. Leu Met Pro Lew Val Val Ala Leu Val Val lie Ala 



Glu lie Ala Phe Leu Gly Arg Leu Asp Met Ala Lys Asn Ala Ala Met 



Val Asp Ser Leu Ala Asp Phe Phe Tyr Arg Ser Arg Ala Val Val Glu 



Gly Asp Asp Leu Gly Leu Gly Leu Val Ala Ser Asp Arg Asn Ser Glu 



Ser "Tyr Ser Cys Glu Glu Trp Leu Glu Arg Glu Asp Ala Val Thr Tyr 
100 : 105 110 

Ser Arg Gly Phe Ser Lys Glu Pro lie Phe Val Ser Gly Ala Asp Gin 

115 120 125 

Glu Trp Lys Ser Cys Ser Val Gly Cys Lys Phe Gly Phe Ser Giy Asp 
130 135 140 

Arg Lys Pro Asp Ala Ala Phe Gly Leu Pro Gin Pro Ser Gly Thr Ala 
145 150 155 160 



Ser He Leu Arg Ser Met Glu Ser Ala Glu Tyr Tyr Ala Glu Asn Asn 
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lie Ala Met Ala Arg Arg Arg Gly Tyr Asn He Val Met Thr Thr Ser 
180 185 190 

Leu Ser Ser Asp Val Pro Val Gly Tyr Phe Ser Trp Ala Glu Tyr Asp 
195 200 205 

Met Met Ala Pro Val Gin Pro Lys Thr Glu Ala Ala Leu Ala Ala Ala 
210 215 220 

Phe He Ser Asn Cys Gly Ala Arg Asn Phe Arg Leu Gin Ala Leu Glu 
225 230 235 240 

Ala Leu Glu Lys Ser Asn He Lys He Asp Ser Tyr Gly Gly Cys His 

245 250 255 

Arg Asn Arg Asp Gly Arg Val Asn Lys Val Glu Ala Leu Lys His Tyr 
260 265 270 

Lys Phe Ser Leu Ala Phe Glu Asn Ser Asn Glu Glu Asp Tyr Val Thr 
275 2aO 285 

Glu Lys Phe Phe Gin Ser Leu Val Ala Gly Thr Val Pro Val Val Val 
290 295 300 

Gly Ala Pro Asn He Gin Asp Phe Ala Pro Ser Pro Gly Ser He Leu 
305 310 315 320 

His He Lys Glu He Glu Asp Val Glu Ser Val Ala Lys Thr Met Arg 
325 330 335 

Tyr Ijeu Ala Glu Asn Pro Glu Ala Tyr Asn Gin Ser Leu Arg Trp Lys 
340 345 350 

Tyr Glu Gly Pro Ser Asp Ser Phe Lys Ala Leu Val Asp Met Ala Ala 
355 360 365 

Val His Ser Ser Cys Arg Leu Cys He His Leu Ala Thr Val Ser Arg 
370 375 380 

Glu Lys Glu Glu Asn Asn Pro Ser Leu Lys Arg Arg Pro Cys Lys Cys 

385 390 395 400 

Tbx Arg Gly Pro Glu Thr Val Tyr His He Tyr Val Arg Glu Arg Gly 
405 410 415 



Arg Phe Glu Met Glu Ser He Tyr Leu Arg Ser Ser Asn Leu Thr Leu 
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420 

Asn Ala Val Lys Ala Ala Val Val 
435 440 

Val Pro Val Trp Lys Thr Glu Arg 
450 455 

Ala Leu Lys Leu Tyr Lys lie Tyr 
465 470 

Ala Leu Tyr Thr Phe Ser Phe Lys 

485 

Leu Glu Asn Asn Pro Cys Ala Lys 
500 



- 38 - 
425 430 

Leu Lys Phe Thr Ser Leu Asn Leu 
445 

Pro Glu Val He Arg Gly Gly Ser 
460 

Pro He Gly Leu Thr Gin Arg Gin 
475 480 

Gly Asp Ala Asp Phe Arg Ser His 
490 495 

Phe Glu Val He Phe Val 
505 510 



<210> 3 
<211> 105 
<212> DHA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz : cDNA 
<400> 3 

gaagccctga agcactacaa atttagctta gcgtttgaaa attcgaatga ggaagattat 60 
gtaactgaaa aattcttcca atcccttgtt gctggaactg tccct 105 

<210> 4 
<211> 35 

<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz : Peptid 
<400> 4 

Glu Ala Leu Lys His Tyr Lys Phe Ser Leu Ala Phe Glu Asn Ser Asn 
15 10 IS 

Glu Glu Asp Tyr Val Thr Glu Lys Phe Phe Gin Ser Leu Val Ala Gly 
20 25 30 

Thr Val Pro 

35 
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<210> 5 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> KGHBtliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstliehen Sequenz:Peptid 
<400> 5 

Lys Pro Asp Ala Xaa Phe Gly Leu Pro Gin Pro Ser Thr Ala Ser ' 
1 5 .10 15 



<210> 6 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Peptid 
<400> 6 

Pro Glu Thr Val Tyr His He Tyr Val Arg 
1 5 10 



<210> 7 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> KUtiatliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Peptid 
<400> 7 

Met Glu Ser Ala Glu Tyr Tyr Ala Glu Asn Asn lie Ala 
15 10 



<210> 8 
<2il> 10 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Peptid 
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<400> 8 

Gly Arg Phe Glu Met Glu Ser lie Tyr Leu 



<210> 9 
<211> 29 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kQnstlichen SequenziDNA 
<400> 9 

gcngartayt aygcngaraa yaayathgc 29 

<210> 10 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz :DNA 
<400> 10 

crtadatrtg rtanacngty tc 22 

<210> 11 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz :DHA 
<400> 11 

tadatnswyt ccatytcraa 20 

<210> 12 
<211> 20 
<212> DMA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: DNA 



<400> 12 

etggaactgt ccctgtggtt 



20 
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<210> 13 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Kiiastliche Seguenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Seguenz: DNA 
<400> 13 

agtgcactag agggccagaa 

<210> 14 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Seguenz :DHA 
<400> 14 

ttcgagcacc acaattggaa at 

<210> 15 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Seguenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: DNA 
<400> 15 

gaatgcaaag acggcacgaC gaat 

<210> 16 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Seguenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Seguenz :DNA 
<400> 16 

cggcggatcc gcaattgaat gatg 



<210> 17 
<211> 25 
<212> DNA 
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<213> Ktinstliche Se(3uenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kQnstlichen Sequenz:DNA 
<400> 17 

ccggctgcag taccatttag cgcat 25 
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P a t e n t a n s p r -fl c h e : 

1. DNA-Molekul, dadurch gekennzeichnet , dass es eine Sequenz 
gemafi-der SEQ ID NO: 1 mit einem offenen Leserahmen von Basen- 
paar 211 bis Basenpaar 1740 iimfasst oder zumindest 50% Homologie 
zur obengenannten Sequenz aufveeist oder unter stringenten Bedin- 
gungen mit der oben genannten Sequenz hybridisiert oder eine 
Sequenz umfasst, die infolge des genetischen Codes zur oben 
genannten DNA-Sequenz degeneriert ist, wobei die Sequenz fur ein 
pflanzliches Protein mit einer Pucosyltransferase-Ak;tlvit3,t 
codiert oder dazu koinplementar ist. 

2. DNA-Molekul gemaE Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 
es fur ein Protein mit einer GlcKAc-al, 3-Fucosyltransf erase-Ak- 
tivitat, insbesondere mit einer Core-al, S-Pucosyltransf erase- 
Akt ivi 1 3.t , codie r t . 

3. DNA-Molekul nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
dass es zumindest 70-80%, besonders bevorzugt zumindest 95%, Ho- 
mologie zur Sequenz gemafi der Sequenz-Identifikationsnummer 1 
auf weist . 

4. DNA-MolekCil nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass es 2150 bis 2250, insbesondere 2198, Basen- 
paare umfasst. 

5. DNA-Molekul, dadurch gekennzeichnet, dass es eine Sequenz 
gemaS der SEQ ID NO: 3 umfasst oder eine Sequenz \iin.fasst, die 
zumindest 85%, insbesondere zumindest 95%, Homologie zur obenge- 
nannten Sequenz aufweist oder unter stringenten Bedingungen mit 
der oben genannten Sequenz hybridisiert oder die infolge des 
genetischen Codes zur oben genannten DNA- Sequenz degeneriert 
ist. 

6. DNA-Molekul, dadurch gekennzeichnet, dass es eine Teilse- 
quenz eines DNA-Molekiils gemaS einem der Anspruche 1 bis 5 um- 
fasst und eine Gr66e von 2 0 bis 200, vorzugsweise 30 bis 50, 
Basenpaaren aufweist. 
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7 . DNA-MolekCLl hach einem der Anspruche 1 bis 6 , dadurch ge- 
kennzeichnet, dass es kovalent mit einer nachweisbaren Markie- 
rungssiobstanz assoziiert ist. 

8. Biologisch funktioneller Vektor, dadurch gekermzeichnet, 
dass er ein DNA-Molekftl gemas einem der Ansprflche 1 bis 7 Oder 
Telle unterschiedlicher Lange davon, mit mindestens 20 Basen- 
paaren umfasst. 

9. Biologisch funktioneller Vektor, dadurch gekermzeichnet, 
dass er ein DNA-Molekul gemafi einem der Anspruche 1 bis 7 oder 
Telle unterschiedlicher L^nge davon in inverser Orientierung zum 
Promoter umfasst. 

10. DNA-Molekul nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die DNA-Sequenz eine Deletions-, Insertions- 
und/oder Substitutionsmutation umfasst. 

11. DNA-Molekul, das fur ein Ribozym codiert, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass es zwei Sequenzabschnitte von jeweils mindestens 
10 bis 15 Basenpaaren aufweist, die Sequenzabschnitten eines 
DNA-Molekuls nach einem der Anspruche 1 bis 7 koniplementar sind, 
so dass das Ribozym die mKElA komplexiert und schneidet, die von 
einem natarlichen GlcNAc-al, a-Fucoslytransferase DNA-Molek'ftl 
transkribiert wird. 

12. Biologisch funktioneller Vektor, dadurch gekennzeichnet , 
dass er ein DNA-Molekul gemaS Anspruch 10 oder 11 umfasst. 

13 . Verf ahren zur Herstellung einer cDNA umf assend ein DNA-Mole- 
kul geraalS einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 
dass RNA aus Insekten- bzw. pflanzlichen Zellen, insbesondere 
aus Hypokotyl zellen, isoliert wird, mit der nach Zusetzen einer 
reversen Transkriptase und Primern eine reverse Transkription 
durchgefuhrt wird. 

14. Verfahren zum Klonieren einer GlcNAc-ofl, 3- Fucosyl transfe- 
rase, dadurch gekennzeichnet, dass ein DNA-Molekul gemaS einem 
der Ansprache .1 bis 5 in einen Vektor kloniert wird, der an- 
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Bchliefiend in eine Wirtszelle bzw. einen Wirt transf ektieirt 
wird, wobei durch Selektion und Amplif ikation von transf ektier- 
ten Wlrtszellen Zellinien erhalten werden, die die aktive 
GlcNAo-al , S-Fucosyltransf erase exprimieren. 

15. Verfahren zur Herstellung von rekombinanten Wirtszellen, 
insbesondere Pflanzen- oder Insektenzellen, bzw. Pflanzen Oder 
.Insekten mit einer unterdrGckten bzw. vollstandig iinterbundenen 
GlcNAc-al, 3-Fucosyltransferaseproduktion, dadurch gekennzeich- 
net, dass zumindest einer der Vektoren geitiaE Anspruch 8, 9 oder 
12 in die Wirtszelle bzw. Pflanze oder in das Insekt einge- 
schleust wird. 

16. Verfahren zur Herstellimg von rekombinanten Wirtszellen, 
insbesondere Pflanzen- oder Insektenzellen bzw. Pflanzen oder 
Insekten, dadurch gekennzeichnet , dass das DNA-Molekul gemaB An 
spruch 10 in das Genom der Wirtszelle bzw. Pflanze oder des In- 
sekts an der Stelle der nichtmutierten, homologen Sequenz einge 
schleust wird. 

17. Rekombinante Pflanzen bzw, Pf lanzenzellen, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass sie nach einem verfahren gemalS Anspruch 15 oder 
16 hergestellt sind und dass ihre GlcNAc-al, B-Fucosyltransfe- 
raseproduktion unterdrfickt bzw. vollstandig unterbunden ist. 

18 . Rekorabinante Insekten bzw. Insektenzellen, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass sie nach einem Verfahren gemafi Anspruch 15 oder 
16 hergestellt sind und dass ihre GlcNAc-od, 3-Fucosyltransf e- 
raseproduktion. unterdruckt bzw. vollstandig unterbunden ist. 

19. PRA-Molekul, dadurch gekennzeichnet, dass es eine Basense- 
iquenz umfasst, die komplementar zur Sequenz eines DNA-MolekGls 
gemSiE einem der Anspruche 1 bis 6 sowie Teilsequenzen davon ist 

20. PNA-Molekul, dadurch gekennzeichnet, dass es eine Basense- 
quenz umfasst, die der Sequenz eines DNA-Molekuls gemaS einem 
der Ansprfl.che 1 bis 6 sowie Teilsequenzen davon entspricht. 
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21. Verfahren zur Herstelluug von Pflanzen oder Ineekten bzw. 
Zellen, insbesondere pflanzen- oder Insektenzellen, die eine 
blocklerte Expression der GlcNAc-al, 3 -Pucosyl transferase auf dem 
Niveau- der Transkription bzw. Translation aufweisen, dadurch 
gekennzeichnet , dass PNA-Molekule gemSS Anspruch 19 oder 20 in 
die Zellen eingeschleust werden. 

22 . Verfahren zur Herstellung von rekombinanten Glykoproteinen, 
dadurch gekennzeichnet, dass das System nach Anspruch 17 oder 18 
Oder Pflanzen oder Insekten bzw. Zellen, die nach einein Verfah- 
ren gem^ Anspruch 21 hergestellt sind, mit dem Gen, das fur das 
Glykoprotein codiert, transfektiert ist (sind) , so dass die re- 
kombinanten Glykoproteine exprimiert werden. 

23. Verfahren zur Herstellung von rekombinanten humanen Glyko- 
proteinen, dadurch gekennzeichnet, dass das System nach Anspruch 
17 Oder 18 Oder Pflanzen oder Insekten bzw. Zellen, die nach 
einem Verfahren gemaJS Anspruch 21 hergestellt sind, mit dem Gen, 
das fur das Glykoprotein codiert, transfektiert ist (sind) , so 
dass die rekombinanten Glykoproteine exprimiert werden. 

24. Verfahren zur Herstellung von rekombinanten humanen Glyko- 
proteinen zur raedizinischen Verwendung, dadurch gekennzeichnet, 
dass das System nach Anspruch 17 oder 18 oder Pflanzen oder 
Insekten bzw. Zellen, die nach einem Verfahren gem^fi Anspruch 21 
hergestellt sind, mit dem Gen, das fur das Glykoprotein codiert, 
transfektiert ist (sind) , so dass die rekombinaaten Glykopro- 
teine exprimiert werden. 

25. Rekorabinante Glykoproteine, dadurch gekennzeichnet, dass sie 
nach dem Verfahren gemAfi Anspruch 22 in pflanzlichen oder Insek- 
ten- Systemen hergestellt wurden und dass ihre Peptidsequenz 
unter 50%, insbesondere unter 20%, besonders bevorzugt 0%, der 
in nicht Fucosyltransferase reduzierten pflanzlichen oder Insek- 
ten-Systemen exprimierten Proteinen vorkoramenden al, 3-gebundenen 
Fucose-Reste aufweist. 

26. Rekombinante humane Glykoproteine, dadurch gekennzeichnet, 
dass sie nach dem Verfahren gemas Anspruch 23 in pflanzlichen 
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Oder Insekten-Systemen hergestellt wurden und dass ihre Peptid- 
sequenz unter 50%, insbesondere unter 20%, besonders bevorzugt 
0%, der in nicht Fucosyl transferase reduzierten pf lanzlichen 
Oder Insekten-Systemen exprimierten Proteinen vorkominenden al,3- 
gebundenen Fucose-Reste aufweist. 

27. Rekombinante humane Glykoproteine zur medizinischen Verwen- 
dung, dadurch gekennzeichnet, dasa sie nach dem Verfahren gemaS 
Anspnich 24 in pElanzlichen oder Insekten-Systemen hergestellt 
wurden und dass ihre Peptidsequenz unter 50%, insbesondere unter 
20%, besonders bevorzugt 0%, der in nicht Fucosyltransf erase 
reduzierten pflanzlichen oder Insekten-Systemen exprimierten 
Proteinen vorkommenden a;l,3-gebundenen Fucose-Reste aufweist. 

28. Pharraazeutiache Zuaammensetzung, dadurch gekennzeichnet, 
dass sie rekombinante Glykoproteine nach einem der Anspr^iche 25 

bis 27 umfasst. 

29. Verfahren zum Selektieren von DNA-Molekulen, die fur eine 
GlcNAc-al, 3-Pucosyltransferase codieren, in einer Probe, dadurch 
gekennzeichnet, dass DNA-Molekule gemafi Anspruch 7 zur Probe zu- 
gesetzt werden, die an die DNA-Molekule, die fur eine GlcNAc- 
al, 3 -Fucosyltransf erase codieren, binden. 

30. Verfahren nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Probe genomische DNA eines pflanzlichen bzw. Insekten-Organismus 
umfasst. 

31. DNA-Molekule, die fur eine GlcNAc-orl, 3 -Fucosyltransf erase 
codieren, dadurch gekennzeichnet, dass sie nach dem Verfahren 
gemSB Anspruch 29 oder 30 selektiert und anschlieSend aus der 
Probe isoliert vmrden. 

32. Preparation von GlcNAc-al, 3 -Fucosyltransf erase, die nach 
einem Verfahren gemas Anspruch 14 kloniert wurde, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass sie Isoformen mit pl-Werten zwischen 6.0 und 
9.0, insbesondere zwischen 6 . 8 und 8.2, aufweist . 



33. Preparation nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, dass 
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sie Iso£ormen mit pl-Werten von 6.8, 7.1 und 7.6 aufweist. 

34 . Verf ahren . zur Herstellung von verpf lanzllchten Kohlenhydrat- 
Einheiten von menschlichen und anderen Wirbeltier-Glykoprotei- 
nen, dadurch gekennzeichnet, dass zu einer Probe, die eine Koh- 
lenhydrat-Elnheit bzw. ein Glykoprotein umfasist, Fucose-Einhei- 
ten sowie von einem DNA-MolekCil nach einem der Ansprviche 1 bis 7 
codierte GlcNAc-al, 3- Pucosyl trans f erase zugesetzt werden, so 
dass Fucose in al, 3-Stellung durch die GlcJilAc-al, 3-Pucoeyltrans- 
ferase an die Kohlenhydrat-Einheit bzw. das Glykoprotein gebun- 
den wird. 
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Fraktion Nr. 



FIG.l b 



wo 00/49153 



2/16 



PCT/AT00/OD04O 




nG.2 
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1 KPDAxFGLPQPSTAS 

2 PETVYHIYVR 

3 MESAEYYAENNIA 

4 GRFEMESIYL 



SI 5'- GCIGAATACTACGCIGAAAACAACATCGC -3' 
G T T G T T T 



A2 5 - CATAGATATGATAIACIGTCTC -3' 
G T G G T 



A3 5'- TAGATICACTCCATCTCAAA - 3' 
T GTT T G 



nQ4 
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ACTAACTCAA 


ACGCTGCATT 


TTCTTTTTTC 


TTTCT^GGGAA 


CCATCCACCC ATAACAACAA 


60 


AAAAAACAAC 


AGCAAGCTGT 


GTTTTTTTTA 


TCGTTCTTTT 


TCTTTAAACA AGCACCCCCA 


120 


TCATGGAATC 


GTGCTCATAA CGCCAAAATT 




CTTTGATTTT TAGTTTATTT 


180 


TGCGGAATTG 


GCAGTTGSGG 


GCGCAATTGA 


ATGAT6G6TC 


TGTTGACGAA TCTTCGAGGC 


240 




ATGGTGCCCA ACAAGACAGC 




TGGCTCCGGG AGGCAACCCA 


300 




GGAGCAATCT 


AATGCCTCTT 


GTTGTTGCCC 


TTGTGGTCAT CGCGGAGATC 


360 


GCGTTTCTGG 


GTAGGTTGGA 


TATGGCCAAA 


AACGCCGCCA 


TGGTTGACTC CCTCGCTGAC 


420 




CCTCTCGAGC 


GGTCGTTGAA 


GGTGACGATT 


TGGGGTTGGG TTTGGTGGCT 


480 




ATTCTGAATC 


GTATAGTTGT 


GAGGAATGGT 


TGGAlGAGGGA GGATGCTGTC 


540 




GGGGCTTTTC 


CAAAGAGCCT 




CTGGAGCTGA TCAGGAGTGG 


600 


AAGTCGTGTT 


CG6TTGGATG 


TAAATTTGGG 


TTTAGTGGGG 


ATAGAAA6CC AGATGCCGCA 


660 


■mrGGGTTAC 


CXCAACCAAG 


TGGWICAGCT 


AGCATTCTGC 


GATCAATGGA ATCACCAGAA 


720 


TACTATGCTG 


AGAACAATAT 


TGCCyVTGGCA 


AGACGGAGGG 


GATATAACAT CGTAATGACA 


780 


ACCA.GTCTAT 


CTTCGGATGT 


TCCTGTTGGA 


TATTTTTCAT 


GGGCTSA6TA TSATATGATG 


840 


GCACCAGTGC 


AGCCGARAAC 


TGAAGCTGCT 


CTTGCAGCTG 


CTTTCATTTC CAATTGTGGT 


900 


GCTCGAAATT 


TCCGGTTGCA AGCTCTTGAG 


GCCCTTGAAA 


AATCAAACAT CAAAATTGAT 


960 


TCTTATGGTG 


GTTGTCACAG 


GAACCGTGAT 


GGAAGAGTGA 


ACAAAGTGGA AGCCCTGAAG 


1020 


CACTACAAAT 


TTAGCTTAGC 


CTTTGAAAAT 


TCGAATGAGG 


AAGATTATGT AACTGAAAAA 


1080 


TTCTTCCAAT 


CCCTTGTTGC 


TGGAACTGTC 


CCTGTGGTTG 


TTGGTGCTCC AAATATTCAG 


1140 
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GACTTTGCTC CTTCTCCTGG TTCAATTTTA CATATTAAAG AGATAGAGGA TGTTGAGTCT 
GTTGCAAAGA CCATGAGATA TCTAGCAGAA AATCCCGAAG CATATAATCA ATCATTGAGG 
TGGAAGTATG AGGGTCCATC TGACTCCTTC AAGGCCCTTG TGGATATGGC AGCTGTGCAT 
TCATCGTGCC GTCTTTGCAT TCACTTG6CC ACAGTGAGTA GAGAGRAGGA AGAAAATAAT 
CCAAGCCTTA AGAGACGTCC TTGCAAGTGC ACTAGAGGGC CAGAAACCGT ATATCATATC 
TATGTCAGAG AAAGGGGAAG GTTTGAGATG GAGTCCATTT ACCTGAGGTC TAGCAATTTA 
ACTCTGAATG CTGTGAAGGC TGCTGTTGTT TTGAAGTTCA CATCCCTGAA TCTTGTGCCT 
GTATGGAAGA CTGAAAGGCC TGAAGTTATA AGAGGGGGGA GTGCTTTAAA ACTCTACAAA 
ATATACCCAA TTGGCTTGAC ACAGAGACAA GCTCTTTATA CCTTCAGCTT CARAGGTGAT 
GCTGATTTCA GGAGTCACTT GGAGAACAAT CCTTGTGCCA AGTTTGAAGT CATTTTTGTG 
TAGCATGCGC TAAATGGTAC CTCTGCTCTA CCTGAATTAG CTTCACTTAG CTGAGCACTA 
GCTAGAGTTT TAGGAATGAG TATGGCAGTG AATATGGCAT 66CTTTATTT ATGCCTAGTT 
TCTTGGGCAA CTCATTGATG TTTTGTATAA GACATCACAC TTTAATTTTA AACTTGTTTC 
TGTAGAAGTG CAAATCCATA TTTAATGCTT AGTTTTAGTG CTCTTATCTG ATCATCTAGA 
AGTCACAGTT CTTGTATATT GTGAGTGftAA' ACTGAAATCT AATAGRAGGA TCAGATGTTT 
CACTCAAGAC ACATTATTAC TTCATGTTGT TTTGATGATC TCGAGCTTTT TTAGTGTCTG 
GAACTGTCCC TGTGGTTTGA GCACCTGTTA TTGCTTCAGT GTTACTGTCC" AGTGGTTATC 
GTTTTTGACC TCTAAAAAAA AAAAAARAAA AAAAAAAA 



1200 
1260 
1320 
1380 
1440 
1500 
1560 
1620 
1680 
1740 
1800 
1660 
1920 
1980 
2040 
2100 
2160 
2198 



FIG.5b 
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Met Met Gly Leu Leu Tbr Asn Leu Arg Gly Ser Arg Thr Asp Gly Ala 
1 - 5 10 15 

Gin Gin Asp Ser Leu Pro Val Leu Ala Pro Gly Gly Aan Pro Lys Arg 
20 25 30 

Lys Trp Ser Asn Leu Met Pro Leu Val Val Ala Leu Val Val lie Ala 
35 40 45 

Glu lie Ala Phe Leu Gly Arg Leu Asp Met Ala Lys Asn Ala Ala Met 
SO 55 . 60 

Val Asp Ser Leu Ala Asp Phe Phe Tyr Arg Ser- Arg Ala Val Val Glu 
65 70 ■ • 75 eo 

Gly Asp A£p Leu Gly Leu Gly Leu Val Ala Ser Asp Arg Asn Ser Glu 
85 90 95 

Ser Tyr Ser Cys Glu Glu Trp Leu Glu Arg Glu Asp Ala Val Thr Tyr 
100 106 110 

Ser Arg Gly Phe''Ser Lys Glu Pro lie Phe Val Ser Gly Ala Asp Gin 
115 120 125 

Glu Trp iys Ser Cys Ser Val Gly Cys Lys Phe Gly Phe Ser Gly Asp 
130 135 140 

Arg Lys Pro Asp Ala Ala Phe Gly Leu Pro Gin Pro Ser Gly Thr Ala 
145 150 15S 160 

Ser lie lieu Arg Ser Met Glu Ser Ala Glu Tyr Tyr Ala Glu Asn Asn 
165 170 175 

lie Ala Met Ala Arg Arg Arg Gly Tyr Asn lie Val Met Thr Thr Ser 
180 185 190 

Leu Ser Ser Asp Val Pro Val Gly Tyr Phe Ser Trp Ala Glu Tyr Ad'p 
195 200 205 

Met Met Ala Pro Val Gin Pro Lys Thr Glu Ala Ala Leu Ala Ala Ala 
210 215 220 

Phe lie Ser Asn Cys Gly Ala Arg Ash Phe Arg Leu Gin Ala Leu Glu 
225 230 235 240 

Ala Leu Glu Lys Ser Asn lie Lys He Asp Ser Tyr Gly Gly Cys Hie 
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Acq Asn Arq Asp Gly Arg Val Asn Lye Val Glu Ala Leu Lys His Tyr 
260 265 270 

Lys Phe Ser Leu Ala Phe Glu Asn Ser Asn Olu Glu Asp Tyr Val Thr 
275 280 285 

Glu Lys Phe Phe Gin Ser Leu Val Ala Gly Thr Val Pro Val- Val Val 
290 295 300 

Gly Ala Pro Asn He Gin Asp Phe Ala Pro Ser Pro Gly Ser lie Leu 
305 310 315 320 

His He Lys Glu He Glu Asp Val Glu Ser Val Ala Lys Thr Met Arg 
325 330 335 

Tyr Leu Ala Glu T^n Pro Glu Ala Tyr Asn Gin Ser Leu Arg Trp Lys 
340 345 350 

Tyr Glu ;Cly Pr<?i Ser Asp Ser Phe Lys Ala Leu Val Asp Met Ala Ala 
355 360 365 

Val His Ser Ser Cys Arg Leu Cys He His Leu Ala Thr Val Ser Arg. 
370 375 380 

Glu Lys Glu Glu Asn Asn Pro Ser . Leu Lys Arg Arg Pro Cys Lys Cys 
385 330 395 400 

Thr Arg Gly Pro Glu Thr Val Tyr His He Tyr Val Arg Glu Arg Gly 
405 410 415 

Arg Phe Glu Met Glu Ser He Tyr Leu Arg Ser Ser Asn Leu Thr Leu 
420 425 430 

Asn Aia Val Lys Ala Ala Val Val Leu Lys Phe Thr Ser Leu Asn Leu 
435 440 445 

Val Pro Val Trp Lys Thr Glu Arg Pro Glu Val He Arg Gly Gly Ser 
450 455 460 

Ala Leu Lys leu Tyr Lys He Tyr Pro He Gly Leu Thr Gin Arg Gin 
465 470 475 480 

Ala Leu Tyr Tbr Phe Ser Phe Lys Gly Asp Ala Asp Phe Arg Ser His 
4BS 490 495 

Leu Glu Asn Asn Pro Cys Ala Lys Phe Glu Val He Phe Val 
500 505 510 
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